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Résumé
Les mutations dans le gène de l’ÀOP2, qui code pour le canal à l’eau dépendant de la
vasopressine au niveau des tubules collecteurs rénaux, sont responsables du diabète insipide
néphrogénique autosomique. Plus de 33 mutations responsables de la maladie ont été
rapportées à ce jour. Nous avons récemment identifié un patient masculin avec un diabète
insipide congénital qui est un hétérozygote composé de deux mutations de l’AOP2 non
recensées Dl 50E et G196D. Des analyses d’immunobuvardage des protéines sauvages et
mutantes de l’AQP2 exprimées dans des ovocytes révèlent la présence possible d’une forme
glysosilée riche en résidus mannose des AQP2-D150 et de AQP2-G196D (21 kD), en plus
d’une forme à 19 kD détectée pour l’AQP2-wt, Les expériences «immunofluorescence
montrent un faible marquage à la membrane plasmique des ovocytes pour les AQP2-Dl 50 par
contre le marquage pour les AQP2-G196D est cytoplasmique. Les expériences de
perméabilité membranaire dans des ovocytes démontrent une absence de transport de l’eau
pour l’AQP2-G196D (Pf= 0.41 + 0.15 cm/s.103 pour lOng d’ARNrn injecté, n20) et une
diminution dc 30 fois pour l’AQP2-D1 50E (Pf= 1,36 + 0.7, lOng, n=9) comparé à l’AQP2-wt
(Pf= 3,01 + 0,55, ing, n=l6). Ces résultats sont inconsistants avec le phénotype sévère de
perte de tbnction chez le patient, car l’AQP2-D15OE va à la membrane plasmique et est
partiellement fonctionnelle. Le phénotype sévère pourrait être dû à une interaction entre
AQP2-DI5OE et AQP2-G196D. Nous avons aussi réétudié les symptômes polyuro-polyurique
dit être présents chez la mère et la grand-mère, ce qui pourrait indiqué que l’AQP2-G196D est
une mutation partiellement dominante. Nous proposons que l’analyse de toutes les mutations
connues d’AQP2 pourrait entraîner une meilleure compréhension de la structure et de la
fonction des AQP2 ainsi que de la variabilité phénotypique observé chez les patients de
diabète insipide néphrogénique.




Mutations in the AOP2 gene, which encodes the vasopressin-dependant collecting duct
lurninat water channel, have been shown to cause autosornal nephrogenic diabetes insipidus.
More than 33 putative disease causing mutations have been reported to date. We recently
identifled a male patient with severe congenital nephrogenic diabetes insipidus who is
compound heterozygote for two previously unreported aquaporine-2 (AQP2) mutations
Dl 50E and G196D. Immunoblot analysis ofwild-type and mutant AQP2 proteins expressed
in oocytes revealed possibly high-rnannose glycosilated AQP2 forms for AQP2-D1 50E and
AQP2-G196D (2lkD), in addition to the 19 kD band detected for wt-AQP2.
Immunofluorescence microscopy showed faint plasma membrane staining for DI5OE but only
cytoplasmic staining for G196D. Osmotic water permeability assays in oocytes dernonstrated
an absence ofwater transport for the AQP2-G196D (Pf0.41+O.15 crn/s.ÏO-3 for lOng of
cRNA injected, n=20) and a 30-fold decrease for AQP2-D15OE (P11,36±0.7, lOng, n=9)
cornpared to the wt-AQP2 (Pf=3,O1+0,55, Ing, n=16). These results are inconsistent with the
severe loss-of-function phenotype observed in the patient, since the AQP2-D1 50E reaches the
plasma membrane and is partially functional. The severe phenotype could be due to a
heterodimeric interaction between AQP2-DI5OE and AQP2-G]96D. We are also re
investigating polyuro-polyuric symptoms said to be present in the mother and grandrnother,
which may indicate that 01 96D is a partially dominant mutation. We are proposing that
analysis of ail known AQP2 mutations may lead to a better understanding ofthe structure and
function of AQP2 and the phenotypic variability seen in nephrogenic diabetes insipidus
patients.
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I1) Anatomie fonctionnelle du rein
1.1) Structure macroscopique du rein
Le système rénal se compose de deux reins. Ils se situent de part et d’autre de la colonne
vertébral et sont généralement localisés entre la 12eh1 vertèbre thoracique et la 3eme vertèbre
lombaire. La structure du rein droit lui confère une forme plus caudale que celle du rein gauche
et il est positionné plus bas que le rein gauche. Le poids de chaque rein est d’environ 150 g
pour les hommes et de 130 g pour les femmes.
Chaque rein est entouré par une capsule fibreuse rigide servant de protection contre les


















Figure 1 : Schéma d’un rein gauche
2zone externe pâle, le cortex, et une zone interne plus foncée, la médullaire. Le cortex a une
épaisseur de 1 cm et est le siège des glomérules (lieu de la filtration). La médullaire peut être
elle-même divisée en une zone externe (médullaire externe) et une zone interne (médullaire
interne) prolongée pal’ la papille. La médullaire est divisée en masses coniques striées
constituant les pyramides de Malpighi dont la base s’appuie sur le cortex et le sommet pénètre
dans la médullaire interne pour faire saillie dans les voies urinaires (petits calices) (fig.1).
1.2) Néphron
Environ 1 200 000 néphrons composent chaque rein pour l’espèce humaine. Le néphron est
l’unité fonctionnelle du rein car les néphrons ont un rôle dans la filtration, la régulation et la
concentration de l’urine. Les néphrons sont séparés les uns des autres par le tissu interstitiel.
Chaque néphron est constitué de
- un corpuscule de MaÏpighi (glomérule et capsule de Bowman),
- un tubule comprenant: • un tubule proximal,
• une anse de Henle,
• un tubule distal (fig. 2).
Le filtrat urinaire est alors recueilli dans un tubule collecteur où différents néphrons se
déversent.
3Figure 2: Schéma d’un néphron à longue anse de Henle (à gauche) et d’un néphron à courte
anse de Henle (à droite)























4Le tubule collecteur ne provient pas de la même structure embryonnaire que le néphron mais
l’origine mise à part, ces structures sont interreliées et interdépendantes du point de vue
anatomique et physiologique (Guyton, 2000).
1.2.1) Glomérule
Le glomérule constitue la patrie initiale du néphron. Tous les glomérules sont situés dans le
cortex du rein. Le sang pénètre dans le glomérule grâce à un réseau complexe de capillaires
contenu dans la capsule de Bowman qui s’ouvre dans la lumière dti tubule proximal. Le
glomérule est le siège de la formation de l’urine primitive qui est un filtrat du plasma (fig. 3).
1.2.2) Tubule
Le tubule est le lieu d’élaboration progressive de l’urine définitive. Il fait suite au glomérule et
est composé d’une seule couche de cellules épithéliales. Le filtrat urinaire provenant du
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Figure 3 Schéma d’un glomérule
5Renie puis dans le tubule distal. Le tubule distal déverse le filtrat dans un tubule collecteur
formé de huit tubuies distaux fusionnés. Plusieurs ttibules collecteurs fusionnent afin de former
des tubes collecteurs de plus en plus larges. Ces tubes collecteurs s’enfoncent au centre de la
médullaire pour se déverser dans le pelvis rénal.
Deux populations de néphrons sont présentes dans le rein, ceux possédant une anse de Henle
courte et ceux avec une anse de Henle longue. Chez les humains, on retrouve 7 fois plus de
néphrons à petite anse de Renie que de néphrons à longue anse car ils sont responsables de
I ‘hyperconcentration des urines.
1.2.3) L’appareil juxtaglomérulaire
L’appareil juxtaglomérulafre est une petite structure endocrine située au pôle vasculaire du
corpuscule rénal. C’est une région spécialisée de l’artériole afférente et dti tube contourné distal,
constituée de trois composantes:
• la macula densa de la portion initiale du tube contourné distal. Il s’agit d’une région
cellulaire (15 à 40 cellules), face à l’artériole afférente, qui se difiérencie du reste de la paroi
du tube contourné distal. Ces cellules sont prismatiques (plus hautes et plus étroites) et ont
un noyau arrondi ou ovale situé au pôle apical. L’appareil de Golgi se trouve en position
basale sous le noyau et l’espace intercellulaire est très large. Il n’y a pas d’interdigitation sur
les faces latérales,
• les cellules mésangiales extraglomérulaires dites « cellules du lacis ». Elles remplissent
l’apex entre l’artériole afférente et l’artériole efférente et forment une masse conique dont la
base repose sur la macula densa,
6• les cellules juxtaglomérulaires ou «cellules granuleuses». Elles remplacent les cellules
musculaires lisses dans la partie terminale de l’artériole afférente. Ces ceiltiles, plus ou
moins cubiques, ont des propriétés contractiles. Elles ont aussi une fonction sécrétrice
endocrine. Elles contiennent des granulations (grain de rénine). Ces cellules jouent un rôle
de barorécepteur, c’est à dire qu’elles sont sensibles à la pression sanguine. La sécrétion de
rénine augmente lors de libération par les fibres adrénergiques de norépinéphrine et
dopamine induisant une vasoconstriction des artérioles afférentes (fig. 4).
1.3) Vaisseaux rénaux
1.3.1) Description
Le rein est l’un des organes les mieux vascularisés en raison de son rôle dans la régulation
hydrique. Chaque minute, le rein reçoit 1,1 litre de sang (l’équivalent de 20% du débit
cardiaque) permettant une régulation hydrique constante. L’artère rénale principale et ses
branches pénètrent dans le rein par le hile. Ces branches se divisent en artères segmentaires
Légende:









10. capsule de Bowman, feuillet pariétal
Il. capsule de Bowman, feuillet viscéral
12. tube contourné proximal
f igure 4 Schéma de l’appareil juxtaglomérulaire
7puis en artères interlobaires qui rentrent dans la medulla entre les pyramides Malpighi jusqu’à
la jonction corticomédullaire. A ce niveau, les artères arquées naissent et cheminent entre le
cortex et la médullaire. Ces artères arquées se divisent alors en artères interlobulaires qui
parcourent le cortex vers la surface du rein et forment à leur tour, perpendiculairement, les
artérioles afférentes qui vont pénétrer dans le glomérule acheminant ainsi le sang aux
corpuscules de Malpighi. Le retour veineux suit approximativement le trajet inverse de celui
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81.3.2) Filtration et réabsorption
La circulation rénale est constituée par deux réseaux de capillaires en série comme la
circulation hépatique. Les réseaux de capillaires glomérulaires et péritubLilaires composent la
microcirculation rénale. Cette disposition de ces deux circulations capillaires permet les
contrôles des pressions hydrostatiques ce qui facilite la filtration et la réabsorption hydrique par
l’intermédiaire du déséquilibre entre les pressions tubulaires et intetstitielles. Les capillaires
glomérulaires ont une pression hydrostatique de 60 mmKg ce qui entraîne une filtration rapide
du plasma sanguin alors que la pression hydrostatique des capillaires péritubulaires de 13
mrnHg engendre une réabsorption rapide de l’eau et des solutés. Ce système de capillaires joue
un rôle important dans le mécanisme de contre-courant qui aide à la réabsorption hydrique par
différence de gradient osmotique.
1.4 Voies urinaires
Les voies urinaires recueillent l’urine définitive préalablement formée dans les néphrons. La
partie terminale des néphrons ou canaux collecteurs débouche dans les calices qui constittient
la première partie des voies urinaires. II y a autant de calices qu’il y a de pyramides de
Malpighi : 3 petits calices supérieurs, 2 petits calices moyens et 4 à 5 calices inférieurs. Chaque
petit calice se jette dans un grand calice. Ces calices se déversent dans le bassinet qui occupe
une place à la fois intra- et extra-rénal. Ce bassinet devient progressivement l’uretère. Ces
voies urinaires sortent du rein par le hile. Les uretères descendent des deux cotés pour se
terminer dans la vessie (fig. 6).
9Une fois dans la vessie, l’urine est
excrétée vers l’extérieur du corps via
l’urètre. Les voies urinaires
représentent des conduits permettant
l’évacuation et l’excrétion de l’urine.
et ne servent pas à modifïer l’urine
formée au niveau des néphrons.
2) La physiolo%ie rénale les fonctions du rein
Les fonctions du rein sont diverses. En plus d’être responsable de l’homéostasie hydrique, le
rein joue un rôle dans l’élimination des déchets métaboliques (urée, acide urique, créatine,
acide oxalique) ainsi que des produits exogènes (toxines, médicaments). Le rein catabolise des
protéines à faible poids moléculaires et des hormones polypeptidiques (insuline,
parathormone). Le rein est aussi impliqué dans la régulation du milieu intérieur en filtrant et
réabsorbant certains ions au niveau des tubutes. Et est le site de synthèse de plusieurs hormones
(rénine, nombreuses prostaglandines rénales), de l’érythropoïétine (responsable de
l’hématocrite), dci calcitriol (responsable de la régulation du calcium et du phosphate) ainsi que














Figure 6 : Les voies urinaires
10
Tableau 1 : Principales fonctions du rein
• Maintien du volume et de la composition ionique des liquides de l’organisme (homéostasie),
• Excrétion des déchets métaboliques terminaux (urée, créatinine, acide urique, oxalate),
• Détoxification et élimination des toxines, médicaments et de leur métabolites,
• Régulation endocrine des volumes extracellulaires et de la pression artérielle (système rénine
angiotensine ; prostaglandines rénales ; système kinine-kall ikré me),
• Contrôle endocrine de la masse érythrocytaire (érythropoïétine),
• Contrôle endocrine du métabolisme minéral (calcitriol),
• Catabolisme des protéines de petit poids moléculaire (f32-microglobuline. chaînes légères
d’immunoglobuline) et des hormones polypeptidiques (insuline, glucagon, parathormone,
calcitonine, hormone de croissance),
• Interconversion métabolique (néoglucogenèse, métabolisme lipidique),
• Synthèse de facteurs de croissance (IGF 1; EGF).
2.fl Rôle de filtration : homéostasie hydrkue
L’homéostasie hydrique est permise par la filtration glomérulafre (FG) et les modifications
tubulaires. Chez l’humain, 20% du plasma est filtré ce qui représente 120 ml par minute soit
180 1 par jour. Les 20% du débit plasmatique rénal traversent la membrane du capillaire
glomérulaire pour former le filtrat glomérulaire (appelé aussi urine primitive). Le filtrat
glomérulaire est un ultrafiltrat du plasma, très pauvre en protéines (entre 10 et 20 mg/I contre
60 à 70 g/l dans le plasma). Les substances dissoutes non ionisées comme par exemple l’urée et
le glucose traversent librement le filtre glomérulaire et sont donc en concentrations identiques
dans l’urine primitive et dans le plasma. Les substances ionisées, cations et anions, traversent
librement le filtre glomérulaire et leur différence de concentration n’est due qu’à l’équilibre de
Gibbs-Donnan. La filtration glornérulaire sépare l’eau plasmatique et ses constituants non
protéiques des cellules sanguines et des protéines à haut poids moléculaires.
Il
La nature de la barrière glomérulaire aux macromolécules est bien connue. Deux facteurs
interviennent s la taille et la charge électrique de la macromolécule.
Ensuite, cet ultrafiltrat est acheminé dans le condtiit rénal où l’eau et les solutés sont réabsorbés
depuis la lumière tubulaire. Les modifications tubulaires sont de deux types : la réabsorption et la
sécrétion.
2.2) Régulation du milieu intérieur
Chez un sujet normal, le milieu intérieur dans lequel baignent les cellules, a une composition
constante. Les électrolytes et l’eau apportés par l’alimentation sont absorbés par le tractus digestif
et tendent à modifier ce milieu intérieur.
Les reins vont éliminer les stirplus (en eau et électrolytes), de façon à maintenir un volume et une
composition constante. Les reins maintiennent donc un bilan nul pour l’eau et les substances
dissoutes.
7’ f igure 7:Cortex osmolalité) 300L... 300 100 300
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L’ultratiltration dii plasma sanguin via ta membrane glomérulaire délivre au tubuÏe rénal un
liquide dont la composition est voisine de celle du plasma. Le rôle du tubule est de séparer les
substances nécessaires à l’organisme pour maintenir constante la composition du milieu
intérieur des substances qui doivent être éliminées dans les urines (fig. 7).
2.2.1) Le tubule proximal
Les principales fonctions de transport du tubule proxirnal sont au nombre de cinq.
La première fonction est la réabsorption d’eau et des électrolytes filtrés par le glomérule
comme le sodium, le potassium, le chlore, le bicarbonate, le phosphate, le calcium, le
magnésium mais aussi des substances organiques telles que les acides aminés, le glucose, les
anions organiques du cycle de Krebs. etc.
Le tubule proximal permet aussi l’endocytose de la petite quantité de protéines qui a traversé la
membrane glomérulaire.
Le tubule proximal a également pour rôle de favoriser l’élimination finale de produits de
dégradation du métabolisme comme l’urée et l’acide urique ou en les sécrétant (anions et
cations organiques endogènes).
Une autre fonction est de synthétiser et de sécréter de l’ammonium qui est la principale forme
d’excrétion des acides produits par le métabolisme.
Le tubule proximal sécrète des substances exogènes comme les toxines et les médicaments
introduits d ans l’organisme.
Le tubule proximal est directement suivi de l’anse de RenIe qui à son tour assure des rôles dans
la régulation dti milieu intérieur.
1,,
li
2.2.2) L’anse de Henle
L’anse de Henle est comme nous l’avons vu précédemment, composée d’une branche
descendante et une branche ascendante. En réabsorption nette, les anses de Henle sont le siège
d’une forte réabsorption (exprimée en pourcentage de la quantité filtrée): eau 15%, sodium
30%, potassium 25%, calcium 30%, magnésium 70%, chlore 30%, bicarbonate 15% et NN
plus de 50%.
Les branches descendantes sont très perméables à l’eau (due à la présence des aquaporines 1,
canaux membranaires perméables à l’eau), modérément perméable à l’urée et très peu
perméables aux autres solutés.
Les branches ascendantes fines et larges sont imperméables à l’eau. C’est à ce niveau que se
fait la réabsorption des solutés comme le chlore, sodium, etc., soit par transport actif (grâce au
co-transporteur Na/K472Cf dans les branches ascendantes larges par exemple) soit par
réabsorption passive (entre autres pour le chlorure de potassium dans les branches ascendantes
fines).
L’urine primitive sort de l’anse de Henle pour aller vers le tubule distal qui permet atissi la
régulation du mil jeu intérieur.
2.2.3) Le tubule distal
Le tubule distal est un segment hétérogène, il est composé par le tubule contourné distal (qui
permet la réabsorption active du sodium et dti calcium) et par le tubule connecteur et le
collecteur initial. Ces deux dernières parties comprennent des cellules principales permettant la
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réabsorption du sodium, de cellules intercalaires spécialisées dans la sécrétion soit d’ions H
soit d’HC03.
2.2.4) Le canal collecteur
Le canal collecteur est un segment aussi hétérogène. Dans sa partie corticale, sa fonction est
identique à celle du tubule collecteur initial. Au niveau de la partie médullaire externe, il y a
sécrétion active de protons mais les échanges actifs de sodium et potassium diminuent pour
faire place à des échanges passifs. Dans la partie initiale médullaire interne, l’hormone
antidiurétique (HAD) a une action maximale permettant ainsi une réabsorption d’eau et une
concentration de l’urée. Les cellules du collecteur de la médullaire interne terminent le
processus de réabsorption de Na et d’acidification de l’urine dont le pH peut baisser jusqu’à
une valeur de 5.
2.3 Système de drainage de l’urine
La réabsorption hydrique tubulaire est un processus passif car l’eau provenant de l’ultratfiltrat
suit le gradient de concentration osmolaire existant entre la lumière du conduit rénal et le
milieu interstitiel. Ce gradient est permis par un mécanisme de contre courant qui est généré
par: l’anse de Renie et les vasa recta. L’anse de Henle est impliquée dans la réabsorption
passive de l’eau. L’urine primaire acheminée dans le système tubulaire est hypertonique
lorsqu’elle atteint la branche ascendante de l’anse de Henle. Comme on l’a vu précédemment,
la branche descendante est perméable à l’eau et la partie ascendante mince de l’anse de Henle
est imperméable à l’eau mais elle est perméable aux ions ; ce qui rend l’urine isotonique puis
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hypotonique. Au niveau des tubules distaux, l’urine a une composition hypotonique qui sera
modifiée au niveau des tubules collecteurs par une réabsorption hydrique via les aquaporines 2
grâce à l’action de l’hormone antidiurétique, l’HAD. (Voir Chap. 2)
2.3.1) Système de contre courant
L’urine n’est pas concentrée par un mécanisme de transport actif de l’eau de la lumière
tubulaire jtisqu’au sang. Un tel système représenterait une dépense énergétique très importante.
L’urine est alors concentrée grâce à des interactions complexes entre l’anse de Henle, le milieu
interstitiel médullaire, la vascularisation médullaire (vasa recta) et les tubules collecteurs
(Morello, 2001). Afin d’augmenter l’osmolarité urinaire, le mécanisme employé est celui du
contre courant. Il repose sur l’existence d’un gradient de concentration entre la lumière
tubulaire et le milieu interstitiel médullaire (fig. 7).
L’osmolarité du milieu interstitiel augmente progressivement du tubule proximal jusqu’à la
région médullaire du système tubulaire rénal où sont disposés l’anse de 1-lenle et les tubules
collectetirs. L’osmolarité du liquide interstitiel passe de 280 à 1200-1400 mOsm/l. Ce gradient
est conservé par un échange réglé d’eau et de solutés. Trois phénomènes sont responsables de
l’instauration de ce gradient de concentration. Le premier est le transport secondairement actif
du sodium, du potassium et du chlore via un co-transporteur au niveau de l’anse de Flenle. Le
deuxième facteur est le transport secondairement actif d’ions de la lumière du tubule collecteur
vers le milieu interstitiel non relié à l’anse de Henle, et enfin, la réabsorption de l’urée au
niveau des tubules collecteurs.
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L’anse de Renie est le segment principal impliqué dans le gradient de concentration. Comme
nous ]‘avons vu précédemment, la partie descendante est responsable de la réabsorption d’eau
alors que la partie ascendante mince est impliquée dans la réabsorption du chlorure de sodium
mais aussi dans le mécanisme de recyclage de l’urée. Le tubule ascendant large permet la
réabsorption active de sodium, de potassium, de chlore mais aussi d’autres ions. Le processus
de contre courant est alors possible. La figure 7 permet alors de suivre ce processcis. Le filtrat
urinaire à sa sortie du tubule proximal a une osmolarité avoisinant les 300 mOsm/l. Ce filtrat
isotonique transite alors dans le segment descendant de l’anse de Henle perméable à l’eau.
L’urine primaire est alors concentrée à 1200-1400 mOsm/L. Le segment ascendant fin est très
légèrement impliqué dans la concentration urinaire alors que le segment ascendant épais est
principalement responsable de la dilution observée grâce à son imperméabilité hydrique et ati
transporteur Na7K172CF. L’urine primaire est alors diluée pour atteindre une osmolarité de
100 mOsm/l. La concentration du milieu interstitiel est le facteur principal permettant la
réabsorption d’eau par appel osmotique bien que la perméabilité tubulaire détienne un rôle
dans la réabsorption d’eau et d’ions.
Le tubule collecteur permet la régulation fine de la réabsorption de l’eau dans l’organisme.
Lors d’une élévation de la pression osmotique du milieu intérieur ou d’une réduction du
volume du sang circulant. l’HAD, hormone peptidique, est sécrétée et elle peut alors se lier à
son récepteur V2 situé sur les cellules principales des tubules collecteurs de la médullaire
interne. Cette interaction entraîne une cascade de réactions intracellulaires qui aboutit à
l’expression de canaux perméables à l’eau, l’AQP2, à la membrane apicale des cellules
principales du tubule collecteur. En plus de réguler les canaux à eau, l’l-IAD intervient dans le
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transport de l’urée via son action indirecte sur les transporteurs de l’urée (UTA1) ainsi que sur
la perméabilité sodique des cellules principales du tubule collecteur.
En absence de l’hormone antidiurétique (l-lAD), les perméabilités membranaires à l’eau, à
l’urée et au sodium seraient très faibles. Une diurèse importante et des urines hypotoniques
résultent de ces faibles valeurs de perméabilité. En présence d’HAD, la diurèse diminue et
l’urine est plus concentrée.
2.3.2) Les vasa recta
Le système vasculaire péritubulaire est hautement perméable à l’eau et aux solutés non
protéiques. Lors de l’acheminement du sang vers la médullaire interne, il devient
progressivement plus concentré. Cette hypertonicité est due à la perte d’eau mais aussi à
l’entrée de soluté dans le milieu interstitiel par diffusion passive. La concentration retrouvée
dans les vasa recta est donc similaire à la concentration du milieu interstitiel médullaire (120
mOsm/L). Il n’y a pas alors de gradient de concentration car les concentrations osmotiques des
capillaires et du milieu interstitiel sont identiques. L’équilibre osmotique entre la lumière
tubulaire et le milieu interstitiel permet aux vasa recta de réabsorber les mêmes quantités de
solutés et d’eau que les tubules médullaires rénaux et ainsi maintenir l’hypertonicité du milieu
interstitiel médullaire.
2.3.3) Le recyclage de l’urée
Le mécanisme de recyclage de l’urée est impliqué dans l’établissement du gradient de
concentration entre la lumière tubulaire et le milieu interstitiel médullaire. L’urée est un des
1$
déchets métaboliques les plus abondants provenant du catabolisme des protéines. Suite à la
filtration glomérulaire, 30 à 40 % de l’urée est réabsorbée dans le tubtile proxirnal (fig. 7).
Le mécanisme de recyclage de l’urée est basé sur le fait que l’urée est réabsorbée par diffusion
simple et par l’intermédiaire d’un transporteur de la lumière des tubules collecteurs vers le
milieu interstitiel médullaire. Lors de l’activation par l’hormone antidiurétique des récepteurs
AVPR2 au niveau des cellules du tubule cotlecteut rénales, la perméabilité à l’urée est
augmentée. Cette augmentation est provoquée par l’expression des transporteurs UTAI à la
membrane apicale des cellules principales qui engendrent une augmentation de la réabsorption
d’urée. La présence d’urée dans le milieu interstitiel est un des facteurs de maintien d’un
gradient de concentration entre la lumière tubulaire rénale (hypotonique) et le milieu interstitiel
(hypertonique). Pour compléter la boule de recyclage, l’urée diffuse aussi passivement du
milieu interstitiel vers la lumière de la branche ascendante fine de l’anse de Henle. Ce
mécanisme de recyclage permet l’élimination constante de l’urée tout en conservant un milieu
interstitiel hyperosmotique (Guyton. 2000).
2.4) Rôle dans l’élimination des déchets
Par la formation de l’urine, les reins débarrassent l’organisme d’une grande partie de ses
déchets. Les plus nombreux proviennent du catabolisme des protéines, constituants de base de
toutes les cellules. Grâce à des réactions chimiques complexes, dont beaucoup sont effectuées
au niveau du foie, ces protéines seront transformées en tirée : les reins débarrasseront le sang
de l’urée par sa filtration à travers le glomérule et son élimination dans l’urine.
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Le rein permet aussi le détoxification et élimination des toxines, médicaments et de leur
métabolites.
2.5) Fabrication d’hormones
Le rein représente un véritable organe endocrine capable de synthèse et de sécrétion d’un grand
nombre d’hormones et de médiateurs autacoïdes (médiateurs d’action locale).
Le rein produit plusieurs hormones à action spécifique
• la rénine qui intervient dans la régulation de la tension artérielle,
• Pérythropoïétine (EPO) qui stimule la formation des globules rouges par la moelle
osseuse,
• les prostaglandines qui régulent les circulations locales,
• les enzymes qui agissent sur la vitamine D, donc le calcium et les os.
Le rein assure un rôle important dans la régulation endocrine du volume extracellulaire et de la
pression artérielle.
La rénine est une hormone exclusivement synthétisée dans le rein. La rénine joue un rôle
important dans la régulation de la pression sanguine systémique. Elle est sécrétée par les cellules
granuleuses de l’appareil juxtaglomérulaire (la macula densa est sensible à la concentration de
NaCI, si cette concentration ou si la pression sanguine diminue il y aura libération de rénine).
Une fois secrétée par l’appareil juxtaglornérulaire, la rénine diffuse dans le courant sanguin et
catalyse l’angiotensinogène (Œ2 globuline) sécrétée par le foie en angiotensine I (un décapeptide).
Dans les poumons, une enzyme de conversion supprime deux acides aminés de l’angiotensine Ï
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pour former t’angiotensine Il, un puissant vasoconstricteur. L’angiotensine 11 est responsable de
l’augmentation de la pression sanguine via trois mécanismes dont l’ensemble constitue le système
rénine-angiotensine-aldo stérone:
• action directe sur le tube contourné distal où elle favorise la reprise d’ions sodium et donc
d’eau,
• vasoconstriction au niveau des vaisseaux périphériques,
• augmentation de la sécrétion d’aldostérone qui, par la réabsorption de Na (suivie d’eau)
au niveau du tube contourné distal, augmente le volume plasmique donc la pression
sanguine (Brewster, 2004).
L’érythropoïétine est une glycoprotéine jouant un rôle important dans la différenciation et la
prolifération des globules rouges (érythrocytes) par la moelle osseuse hématogène. Elle est à 85%
d’origine rénale et à 15% d’origine hépatique. L’érylhropoïétine serait proditite par certaines
cellules péritubulaires spécialisées (fibroblastes interstitiels) en réponse à la baisse de tension en
oxygène dans le rein. Les données de la biologie moléculaire indiquent en effet la présence de
l’ARNm de l’érythropoïétine dans certaines cellules des tubes corticaux et dans des cellules
interstitielles. Le rein assure la synthèse et la libération de l’érythropoïétine. Le rein assure
également la régulation hormonale du métabolisme minéral en assurant la formation de calcitriol
(la-25 dihydroxycholécalciférol). Les prostaglandines rénales, notamment PGI2 et PGE2 jouent
un rôle important dans l’adaptation de la microcirculation rénale en cas d’hypovolémie et dans
l’excrétion rénale du sodium. Le système kinine-kallikréine rénal intervient dans l’excrétion du
sodium. Le rein assure également la régulation hormonale du métabolisme phosphocalcique en
assurant la formation de 1,25 dihydroxycholécalciférol. En effet, la transformation de la vitamine
D3 inactive, en 25-OH cholécalciférol dans le foie, puis en 1,25 di-hydroxycholécalciférol actif
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dans le rein, nécessite la présence d’une hydrolase présente exclusivement au niveau des cellules
tubulaires proximales.
Enfin, le rein intervient dans un certain nombre d’interconversions métaboliques, comme la
néoglcicogenèse, le métabolisme lipidique ou de l’hornocystéine.
3) L’hormone antidiurétique
L’hormone antidiurétique, HAD, appelée aussi L-arginine vasopressine (AVP), ou vasopressine,
est un polypeptide synthétisé au niveau de l’hypothalamus, transporté puis stocké dans la post
hypophyse qui le libère dans la circulation sanguine. Elle a une action antidiurétique et une action
vasopressive.
3.fl Synthèse
Le gène de AVP-NPII est localisé dans la région chromosomique 2Opl3 (Rao, 1992), et est
composé de trois exons. L’exon I code pour le peptide signal, l’AVP et la région amino terminale
de la neurophysine II (NPII), l’exon 2 code pour la région centrale de la NPII alors que l’exon 3
code pour la région carboxy terminale de la NPII et le glycopeptide (fig. 9). Après synthèse de la
prépro-vasopressine de 164 acides aminés, l’excision du peptide signal et l’addition d’une chaîne
d’hydrates de carbone au glycopeptide forment alors la pro-vasopressine. La vasopressine est un
polypeptide cyclique formé de neuf acides aminés dont deux molécules de cystéine liées par un





b. Structure secondaire de l’AVP
COOH-Cys-Tyr-Phe-Glu-Asp-Cys-Pro-Arg-Gly-Nf12
Figure 8 : Structure 3D (a) et secondaire (b) de 1’AVP.
Un pont disulfure se crée entre les deux Cys rendant la molécule
cyclique.
Ce précurseur est synthétisé au niveau des neurones magnocellulaires de noyaux supra-optique




— Lys Arg ophY}- Atg —[cdycopeptidej
(Cleavage sire)
I Pro-vasopressin Lys — Arg — Neurophysin ii f— rg _[Gycopeptide
Products of
pro-vasopressili
AVP Neurophysin IL ÷ Glycopepride
Figure 9 Synthèse de l’AVP. La préproAVP est glycosilée puis clivée afin de former 3 protéines distinctes
3.2) Sécrétion
Ces noyaux ont des terminaisons axonales s’étendant jusqu’à la neurohypophyse. La prépro
vasopressine est localisée dans des granules neurosécrétrices et transpolÏée le long de ces axones
jusqu’aux bourgeons terminaux dans l’hypophyse postérieure. Des modifications po st
transcriptionnelles sur la pro-vasopressine se produisent tout au long du transport dans ces
granules. Au final, on obtient trois produits: l’AVP, la NPII et le glycopeptide (fig. 10). Le
glycopeptide est également connu sous le nom de copeptine dont le rôle n’est pas bien défini, il
se poun’ait qu’il intervienne dans le repliement de la prohormone (Barat, 2004).
Expression du gène
Préprohormone
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Figure 10 : Sécrétion de l’AVP dans les cellules sécrétrices, d’après Melrned S.
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3.3) Régulation de la sécrétion
La libération de l’AVP dépend essentiellement de deux facteurs: l’hyperosmolarité et le volume
sanguin (mais aussi de la prise de certains médicaments).
3.3.1) Hyperosmolarité
L’augmentation de l’osmolarité du sang qui irrigue le complexe hypothalamo-hypophysaire
déclenche la sécrétion de vasopressine.
3.3.2) Volume sanguin
La diminution du volume des liquides extracellulaires et de la pression artérielle diminue la
stimulation des barorécepteurs situés au niveau des oreillettes, des veines pulmonaires, du sinus
carotidien, et augmente la sécrétion de vasopressine et inversement. Par ailleurs, l’angiotensine
favorise la sécrétion de HAD.
3.4) Catabolisme
La demi-vie plasmatique de l’HAD est de 15 à 30 minutes. Elle est inactivée par des
endopeptidases plasmatiques et tissulaires, notamment celles du rein et du foie.
3.5) Les fonctions de l’hormone antidiurétique
L’AVP possède un nombre important de cibles différentes impliquées dans la régulation de
l’osmolarité des liquides biologiques, de la concentration cellulaire, du volume sanguin, de
l’agrégation plaquettaire, de la prolifération cellulaire et de la sécrétion d’hormone corticotrope
(ACTH). Le nom AVP provient du pouvoir vasoconstricteur de l’hormone. Comme nous le
verrons ultérieurement (voir Chap.l 4.2), la fixation de l’hormone sur son récepteur à la
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vasopressine VI entraîne un couplage via la protéine G à la phopholipase C. Son activation
provoque l’hydrolyse du PIP2 en 1P3 et en DAG entraînant l’augmentation de la concentration
cellulaire en calcium, ce qui est responsable de la vasoconstriction.
Le nom HAD est dû à son effet antidiurétique au niveau des cellules du tubule collecteur (voir
Chap.2) en se fixant sur te récepteur à la vasopressine V2.
4) Les récepteurs à l’ar2ïnine vasopressine
Ces récepteurs font partis de la grande famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
qui réunit à ce jour plus de 2000 récepteurs. La découverte de cette famille à 7 segments
transmembranaires est due au clonage de l’opsine bovine en 1983 puis à celui du récepteur f32-
adrénergique en 1986. L’analyse par comparaison de séquence a pu confirmer l’existence de cette
super famille mais a permis de découvrir une multitude de RCPG.
4.1) Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
Les RCPG forment la plus grande famille de récepteurs chez l’humain. Il y a plus de 1000
RCPG qui ont été identifiés chez l’humain et près de $00 gènes codant pour des RCPG (Pierce,
2002).
Ces récepteurs appartiennent à un système de transduction complexe qui implique plusieurs
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Figure Il Schéma de la cascade intracelltllaire déclenchée lors de la fixation d’un substrat sur
un RCPG
4.1.1) Description
Tous les RCPG ont une extrémité arnino terminale (Ni-I2) extracellulaire, 7 segments
transmembranaires. 3 boucles cytosoliques et une extrémité carboxy terminale intracellulaire.
Généralement, le domaine extracellulaire est impliqué dans la liaison avec le ligand alors que
le domaine cytoplasrnique intervient dans la signalisation intracellulaire.
En comparant leurs séquences d’ADN, les RCPGs furent classifiés en six familles (A-F), trois
de ces familles sont présentes chez l’humain (A-C).
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La famille A est la plus vaste, elle inclut la rhodopsine, les récepteurs adrénergiques, les
récepteurs à la vasopressine ainsi que beaucoup d’autres. Dans cette famille, on retrouve 20
acides aminés hautement conservés qui sont principalement localisés dans les domaines
transmembranaires.
La famille B comprend 25 membres approximativement. Leur caractéristique est la présence
d’une longue queue N-terminale (100 résidus) qui contient six résidus cystéines impliqués dans
la formation de ponts disulfures. C’est le cas de certains récepteurs d’hormones peptidiques et
neuropeptidiques.
En ce qui concerne les membres de la famille C, ces RCPGs possèdent une très longue
extrémité N-terminale (500-600 résidus) qui contient 20 résidus cystéines permettant la
formation d’un réseau complexe de ponts disulfure. Ils ont atissi une troisième boucle
intracellulaire très courte et conservée ainsi qu’une queue C-terminale très longue. On retrouve
dans cette famille les récepteurs du glutamate, ceux des phéromones humaines notamment.
Les familles D et E sont propres aux levures, et la famille f est constituée de 4 récepteurs
retrouvés dans le DiciyosteÏiuni discoideum (Gether, 2000).
4.1.2) Les protéines G
4.1.2.1) Description
Les protéines G sont des membres de la super famille des hydrolases régulatrices de nucléotide
guanosine triphosphate (GTP). Elles sont composées de trois sous-unités : u, 13 et y. Les
protéines G répondent au récepteur activé afin de transmettre le signal aux effecteurs
intracellulaires. Les protéines G sont divisées en quatre classes majeures par rapport à la sous-
2$
unité : G qui active l’adénylate cyclase et les canaux Ca2, G pouvant, entre autre, inhiber
l’adénylate cyclase, Gq active la phospholipase C et G12 qui active la phospholipase A2 et
l’échangeur Na/1{’.(fig. 12)
«s «î «q «12
Adénylyl cyclase cGMP Adénylyl cyclase Adénylyl cyclase Phospholipase Echangeur Na+/H+
(+) phospho- (+) () C (+) (+)
Canaux Ca2 diesterase Canaux K+ Phospholipase A2
(+) (+) (+) (+)
Canaux Ca2+
(—)
Figure 12 : Les différentes protéines G et leurs différents effecteurs
4.1.2.2) Activation des protéines G : le cycle GTP-ase
Les protéines G trirnériques jouent un rôle majeur dans la transmission du signal via le RCPG.
La protéine G peut être sous une forme active ou inactive.
Un RCPG au repos (fig. 13.1) est activé par la liaison d’un agoniste spécifique (fig. 13.2). Le
changement de conformation du complexe agoniste-récepteur, induit par cette liaison, permet
l’activation de l’échange du GDP par du GTP et donc l’activation de la protéine G
hétérotrimérique (sous-unités GŒ et G/7) intracellulaire, permettant la dissociation de la sous-
unité c de la sous-unité J3-y (fig. 13.3), qui vont aller réguler l’activité de divers effecteurs (fig.
13.4) membranaires ou cytosoliques. Le déclenchement de l’activité phosphatase, intrinsèque à
la sous-unité GŒ entraîne la réassociation des sous-unités G et G (5) et le retour à l’état initial
(fig. 13.1).
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Tant que le récepteur est activé par son ligand, et tant que le système ne subit pas une
désensibilisation, le cycle d’échange dti GDP par du GTP continue.
4.1.2.3) La sous-unité 1y
Il a pu être mis en évidence que le dimère f3/y peut lui aussi activer ou inhiber l’activité de
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Figure 13 Schéma d’activation et d’inactivation des RCPG
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Figure 14 Les sous-unités f3y et leurs effecteurs
j4.1.3) L’adénylate cyclase
11 existe à ce jour neuf isoformes connues de l’adénylate cyclase fAC). Ils partagent tous la
même topologie c’est-à-dire 12 hélices Œ transmembranaires et deux domaines catalytiques
cytoplasmiques (fig. 15). C’est une enzyme membranaire qui est activée par les sous-unités de
type GŒ et inhibée par celles de type G1OE. L’adénylate cyclase catalyse la réaction de formation
de l’AMPc, qui est le second messager produit. à partir d’ATP. Cet AMPc est l’activateur de la
protéine kinase A (PKA) qui est capable de phosphoryler, et ainsi de moduler l’activité de
nombreux substrats protéiques.
4.2) Les récepteurs de l’hormone antidiurétique
L’AVP intervient au niveau des cellules cibles par l’intermédiaire de récepteurs. Ces récepteurs
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jrécepteurs sont des RCPG. Les AVPR2 sont couplés aux protéines G tandis que les AVPR1a et
AVPRIb/AVPR3 sont couplés aux protéines G1 ou Gq.
4.2.1) Les types de récepteurs
Les AVPR1a sont exprimés principalement dans le foie, les cellules musculaires lisses
vasculaires et les thrombocytes mais aussi à la surface cellulaire de différents organes tel que
les gonades, le cortex surrénalien, le rein, la rate, ... Ce récepteur possède des sites de N
glycosilation sur l’extrémité N-terminale et la deuxième boucle intracellulaire. La liaison de
l’AVP au récepteur AVPR1a permet l’activation des phospholipases C, D et A2 entraînant la
production d’inositol 1, d’1P3 (4,5-triphosphate) et de diacyigiycérol (DAG) (fig. 16). La
fixation du ligand sur le récepteur active atissi la protéine kinase C, la P13-kinase, la P42/p44
MAP kinase...
Les AVPRY b sont retrouvés dans les cellules corticotropes, le rein, le cerveau, le pancréas et la
glande surrénale. Ce récepteur possède des sites de N-glycosilation sur l’extrémité N-terminale
et la deuxième boucle intracellulaire. La fixation du ligand sur le récepteur entraîne l’activation
de la phospholipase C, de la protéine kinase C, et la mobilisation du calcium intracellulaire par








figure 16 : Interaction de l’AVP avec les récepteurs Via et Vlb
jLes récepteurs AVPR2 sont principalement exprimés sur la membrane basolatérale des cellules
principales des tubes collecteurs de la médullaire interne du rein. Ils possèdent des sites de N
glycosilation uniquement sur l’extrémité N-terminale. Les AVPR2 sont responsables de l’effet
antidiurétique dû à la fixation de l’AVP. La cascade intracellulaire qui découle de l’interaction
AVP-AVPR2 entraîne l’expression des AQP2 à la surface luminale des cellules principales du
tubule collecteur. Le principal effecteur dans cette cascade intracellulaire est l’adénylate
cyclase qui permet la formation d’AN’iPc.
4.2.2) L’AVPR2
4.2.2.1) Topologie
Comme nous l’avons vu précédemment, l’AVPR2, protéine de 371 acides aminés, contient tin
site de glycosilation dans le domaine N-terminal, mais aussi tin pont disulfure entre deux
cystéines très conservées dans la deuxième et troisième boucles extracellulaires et deux sites de
palmitoylation dans la queue C-terminale (fig. 17).
A AVP B
Figure 17: Représentation schématique de
l’AVPR2. A. Vue de coté dans le prolongement de la
bicouche lipidique. Les hélices transmembranaires sont en
rouge et les boucles intra- et extra-cellulaires sont en bleues. B.
Vue de dessus, de l’extérieur de la cellule. Modèle
hypothétique de l’interaction entre l’AVP et son récepteur rénal
ii
4.2.2.2) La dimérisation des récepteurs AVPR2
Certains RCPGs ont besoin d’être sous la forme de dimères pour être fonctionnels. D’autres,
comme les récepteurs opioïdes forment des hétérodimères afin d’augmenter leur fonctionnalité.
Cela s’appelle la dimérisation fonctionnelle et la dirnérisation modulatoire, respectivement.
L’hornodimérisation des AVPR2 a été rapportée par Hébert (1996) suite à des études
d ‘électrophorèse.
4.2.2.3) Cascades intracellulaires
La fixation de l’AVP sur son récepteur AVPR2 entraîne une modification conformationnelle
de ce dernier et permet l’activation des protéines G. La protéine G qui est couplée à l’AVPR2
est la protéine G stimulatrice (G) de la sous-unité Œ. Ce changement de conformation de
1’AVPR2 permet son interaction avec la protéine G hétérotrimérique. L’interaction déclenche
l’échange du GDP par le GTP ce qui provoque la dissociation de la protéine G en deux sous-
unités actives : Œ et f3y. La libération de la sous-unité Œ permet l’activation des sous-unités
catalytiques de l’adénylate cyclase. Dans le reins de mammiferes, quatre isoformes de
l’adénylate cyclase sont présentes (AC4, AC5, AC6 et AC9) qui sont rattachées
fonctionnellement à l’AVPR2. L’AC peut alors débuter l’hydrolyse de l’ATP en AMPc.
L’AMPc génère alors deux types de régulation via la cascade intracellulaire. La régulation à
court terme permet la cascade intracellulaire qui permet la fusion des AQP2 vésiculaires à la
membrane apicale des cellules du tubule collecteur. La régulation à long terme consiste en la
diffusion intranucléaire passive des sous-unités catalytiques de la protéine kinase A (PKA).
Dans le noyau, ces sous-unités de la PKA phosphorylent les protéines CREB (cAMP response
jelement binding protein) et c-Junlc-Fos (Nielsen, 1999). Ces deux éléments, se liant au gène
AOP2, entraînent la transcription de ce gène (Marples, 1999). Les protéines sont alors traduites
et entreposées dans des agrégaphores jusqu’à la prochaine stimulation.
La cascade intracellulaire via l’AVPR2 régule aussi les canaux tiTi. Ils possèdent aussi une
régulation en deux temps. A court terme, les UTI sont phosphorylés par la PKA et sont ainsi
exprimés à la membrane apicale des cellules principales du tubule collecteur (Tsukaguchi, 199$
Star 198$). La régulation à long terme n’est pas entièrement connue mais nous pouvons nous
appuyer sur les concepts de phosphorylation d’éléments nucléaires par la PKA. Il se pourrait que
la régulation transcriptionnelle des UTI soit gouvernée par des protéines CREB et des éléments
régulateurs de transcription, comme pour les AQP2. (Shayakul, 2000).
Les canaux apicaux perméables au sodium (ENAC) des cellules principales de la médullaire
rénale sont comme les canatix UT1 et les AQP2 localisés dans des vésicules intracellulaires.
L’étude de l’expression membranaire des ENAC a démontré que ces canaux sont régulés par la
cascade intracellulaire générée par l’AVP et par les glucocorticoïdes (Schild, 2004).
4.2.2.4) La désensibilisation du récepteur AVPR2
Il existe quatre grands mécanismes permettant l’arrêt du signal apporté par le stimulus
extracellulaire qui sont
4.2.2.4.a) La régulation de la concentration en agoniste
Lorsque le ligand est relargué dans une fente synaptique, deux mécanismes entraînent une
diminution de la concentration synaptique en agoniste il s’agit de la re-capture présynaptique et
jde la dégradation de l’agoniste par des enzymes spécifiques (exemple acétylcholine et
acétylcholinestérase) (fig. 1$, a)
4.2.2.4.b) Le découplage fonctionnel par phosphorylation
L’activation d’un RCPG active les protéines G intracellulaires. Ce couplage est peu à peu inhibé,
car on assiste à une phosphorylation de la région intracellulaire du récepteur qui est responsable
de l’activation des protéines G. Les enzymes responsables de cette phosphorylation sont des GRK
(G-protein coupled receptor kinases). Le récepteur phosphorylé est reconnu par des protéines de
type arrestine qui se lient au récepteur et le rendent incapable d’activer l’échange GDP-GTP au
niveau des protéines G (fig. 1$, b).
4.2.2.4.c) L’internalisation du complexe ligand-récepteur
Les mécanismes de phosphorylation des RCPGs et de liaison de l’arrestine sont suivis par une
internalisation du complexe ligand-récepteur phosphorylé, à l’intérieur de vésicules recouvertes
de clathrine. Les récepteurs ainsi endocytés peuvent alors soit subir un recyclage à la membrane
plasmique (ce qui nécessite une déphosphorylation du récepteur et une élimination du ligand),
soit subir une dégradation, avec la fusion des vésicules d’endocytose avec les lysozomes (fig. 1$,
c).
4.2.2.4.d) La régulation négative du nombre total de
récepteurs à la surface cellulaire
Lors d’une exposition longue, chronique ou encore à un ligand agoniste. on peut observer une
diminution du nombre total de récepteurs à la surface cellulaire. Deux phénomènes sont
jimpliqués dans la régulation négative une diminution de la synthèse de récepteurs et une
augmentation de sa dégradation (fig. 1$, d).
5) Les maladies génétiques rénales
De nombreuses anomalies tubulaires rénales d’origine génétique ont été décrites ces dernières
décennies mais c’est seulement depuis quelques années que, grâce aux progrès de la biologie
moléculaire, ces maladies rénales ont pu être rattachées à des mutations survenant sur des
protéines intervenant spécifiquement dans le transport tubulaire (fig. 19).


















Figure 1$ Schéma récapitulatif de la désensibilisation du récepteur AVPR2
jDans un premier temps, nous nous limiterons aux anomalies tubulaires d’origine génétique
affectant le transport des cations: sodium et calcium. Il faut savoir qu’il existe des anomalies
dans le transport du bicarbonate, des protons, du potassium, du chlore et du phosphate.
Puis nous parlerons des anomalies dans le transport de l’eati qui entraînent des diabètes insipides.
5.1) Désordre énétigue du transport tubulaire
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Figure 19 : Localisation des différentes maladies génétiques ou
désordres au niveau du néphron
j5.1.1) Mutation affectant les protéines de transport du sodium (Na) sensibles
aux diurétiques
5.1.1.1) Syndrome de Gitelman
Le syndrome de Gitelman est une pathologie de transmission autosornique récessive et les
individus atteints sont des homozygotes composites (double hétérozygote). Cette maladie est
caractérisée par une alcalose hypokaliémique associée à une importante hypomagnésémie et à
une hypocalciurie. Ce syndrome se déclare, en général, après l’âge de 6 ans. Des mutations du
gène SLCI2A3, (membre 3 de la famille 12 des transports de solutés) sont à l’origine dLl
syndrome de Gitelman. Le gène $LCI2A3 code pour une protéine NCCT dont la fonction est de
co-transporter le NaCI dans le tubule contourné distal. Actuellement, plus de 100 mutations
différentes réparties sur l’ensemble de la protéine ont été rapportées. Ces mutations entraînent
une inactivation de la protéine. Une mutation sur NCCT est responsable de la perte du transport
vectoriel de sodium dans le tube contourné distal.
Ainsi, le fonctionnement défectueux du co-transporteur inhibe la réabsorption du chlorure de
sodium à travers la membrane apicale dans le tube contourné distal, provoquant une
augmentation du débit délivré de chlorure de sodium au canal collecteur, et une hypovolémie
modérée avec activation du système rénine-angiotensine et alcalose hypokaliémique. (Knoers,
2003)
5.1.1.2) Syndrome de Bartter
jLe syndrome de Bartter proprement dit est cliniquement différent du syndrome de Gitelman. Le
syndrome de Bartter est tine pathologie héréditaire de transmission autosomique récessive. Sur le
plan génétique, les individus affectés par le syndrome de Bartter classique sont presque toujours
des homozygotes vrais avec la même mutation sur les deux gènes, traduisant le plus souvent une
consanguinité. Les patients présentent habituellement des symptômes tôt dans l’enfance (certains
patients adultes atteints du syndrome de Bartter type 3 peuvent même vivre avec très peu, voire
aucune des manifestations) ; ils présentent, en général, un retard de croissance et une taille
définitive inférieure à la norme. La prévalence du gène muté dans la population générale semble
beaucoup plus rare que celle du gène responsable du Gitelman.
Le syndrome de Bartter associe alcalose hypokaliémique et hypercalciurie, résultant du
dysfonctionnement des reins. Ces derniers sont alors dans l’incapacité de réguler de manière
satisfaisante le volume et la composition des liquides corporels, suite à une anomalie de la
réabsorption de NaC1 au niveau de l’anse de Henle.
Actuellement, au moins quatre gènes ont été reliés à la maladie et sont à l’origine de quatre types
de syndrome de Bartter.
Le syndrome de Bartier néonatal provient de mutations sur le gène codant pour NKCC2, protéine
dont la fonction est le co-transport NaK2C1 assurant le transport vectoriel du sodium dans la
branche ascendante large de l’anse de Henle (fig. 20).
Par contre, des mutations inactivatrices ont été retrouvées sur au moins detix gènes codant pour
deux autres transporteurs intervenant dans la réabsorption du sodium au niveau de l’anse de
Henle (fig. 20). Il s’agit du gène codant pour ROMK, le canal potassique apical intervenant dans
le recyclage du potassium et du gène codant potir C1CNKB un canal chlore basolatéral de la
cellule tubulaire de la branche ascendante large de l’anse de Henle.
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Les mutations inactivatrices sur ces trois transporteurs sont responsables de phénotypes à peu
près similaires avec tin syndrome de Bartter classique sévère et d’expression néonatale.
Rein normal Syndrome de Bartter: mutation de NKCC2
figure 20 : Les différents syndromes de Bartter
5.1.1.3) Le mécanisme de I’hypokaliémïe
Le mécanisme de l’hypokaliémie, commun à ces anomalies génétiques (syndrome de Bartter, de
Gitelman mais aussi syndrome de Liddle), se situe en regard de la cellule principale du tube
collecteur cortical. Toutes ces hypokaliérnies ont en commun un mécanisme faisant intervenir
une augmentation de la sécrétion tubulaire apicale de potassium en échange de la réabsorption de















































de la membrane apicale résultant de l’augmentation de l’électronégativité luminale et traduisant
soit une hyperactivité minéralocorticoïde soit une augmentation du débit lurninal de sodium dans
le tube collecteur cortical, soit enfin une réabsorption augmentée de sodium. L’ensemble de ces
mécanismes diversement associés est nécessaire pour majorer l’excrétion tubulaire de potassium
et générer une hypokaliémie.
5.1.2) Mutation affectant le canal sodium épithélial
5.1.2.1) Syndrome de Liddle
Le syndrome de Liddle découvert en 1963 est un désordre génétique autosornique dominant
caractérisé par une hypertension avec baisse du taux de potassium plasmatique et de rénine ainsi
qu’une suppression de la sécrétion de l’aldostérone.
Cette maladie est due à un gain de fonction du canal sodium épithélial (ENaC) du tubule rénal.
Ce canal est localisé dans la membrane apicale des épithéliums impliqués dans la réabsorption du
sodium notamment le tubule rénal, le colon descendant, l’arbre trachéo-bronchique et les glandes
sudoripares. Le syndrome de Liddle découle d’une mutation ait niveau du gêne ENaC. La
protéine ENaC est composée d’au moins 3 sous-unités (Œ, 13, -y). Les mutations responsables de la
maladie sont toutes situées sur la partie C-terminale des sous-unités (3,-y dont les gènes sont situés
en I6pI3-pl2. La plupart des mutations aboutissent à l’introduction d’un codon stop ou à un
décalage dii cadre de lecture, générant une chaîne tronquée à son extrémité C-terminale. Les
autres sont des mutations ponctuelles situées au niveau d’un motif proline-tyrosine (PY) C
terminal, hautement conservé à travers les espèces. Ce motif est responsable de la liaison de
ENaC avec une protéine, Nedd4, qui joue un rôle critique dans l’endocytose et la dégradation dit
canal. Dans le syndrome de Liddle. l’absence ou la non-fonctionnalité dit motif PY rend
impossible la liaison de Nedd4 à la sous-tinité mutée. La présence des canaux de la membrane
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plasmique de façon constitutive est responsable de la réabsorption sodée excessive à lTorigine de
lThypertension artérielle (Jeunemaitre, 2002 ; Schild, 2004).
5.1.2.2) Pseudohypoaldostéronisme de type 1
Cette anomalie originale de mutation activatrice constitutionnelle du canal ENaC a fait suggérer
qu’une perte de fonction de ce même canal pourrait avoir des conséquences cliniques spécifiques.
Des mutations inactivatrices ont été identifiées et sont responsables d’un syndrome clinique
identifié depuis longtemps comme le pseudohypoaldostéronisme de type 1 (fig. 21). Cette
affection rare qui se transmet su;- un mode autosomique récessif est responsable d’un tableau
néonatal sévère avec perte de sel, hypovolémie (baisse du volume sanguin total circulant),
hypotension, hyperactivation marquée du système rénine-angiotensine, acidose métabolique
hyperkaliémique et des infections pulmonaires réculTentes simulant une mucoviscidose. Cette
affection est liée à une mutation inactivatrice du canal sodique épithélial, la mutation pouvant
survenir sur la chaîne a, F3, ou y de ce canal. Cette mutation est responsable d’une diminution de
la probabilité d’ouverture du canal ENaC, d’une résistance généralisée à l’action de l’aldostérone
et d’un déficit permanent atteignant tous les organes cibles de l’aldostérone (reins, côlon, glandes
salivaires ainsi que les poumons) (Scheiman, 1999).
Rein normal Pseudohypoaldostéronisme















Figure 21 Le pseudohypoaldostéronisme autosomique : récessif ou dominant au
niveau des cellules principales du tubule collecteur
4-,
5.1.3) Mutation affectant le canal au chlore: syndrome de Fanconi
Le syndrome de Fanconi est une maladie héréditaire très rare, liée à l’X, révélée dans l’enfance
ou à l’âge adulte par une protéinurie tubulaire: par défaut de réabsorption tubulaire proximale de
certaines protéines de faible poids moléculaire filtrées par le glomérule, comme la bêta-2
microglobuline. Le défaut moléculaire concerne un canal au chlore, C1CN5.
5.2) Le diabète insipide
Les diabètes insipides (Dl) sont définis physio-pathologiquernent par l’impossibilité de
concentrer maximalement les urines et cliniquement par une polyurie. La diurèse est
anormalement élevée (>3OmL/kg/jour pour un patient adulte) et de faible osmolarité
(<25Ommol/kg). Les DI peuvent être central (DIC) ou néphrogénique (DIN).
Le DIC survient lors d’une perte de fonction ou une altération de l’hormone antidiurétique suite à
une mutation dans le gène codant pour la préprohomone A VP-NPII-GP ou lors d’un traumatisme.
Les DIN peuvent être héréditaire ou secondaire à l’hypercalcémie, l’hypokaliémie ou
l’administration de lithium. Les DIN héréditaires peuvent être purs, ce qui veut dire purement
aquarétiques, ou complexes quand la diurèse s’accompagne de perturbations de l’excrétion
d’autres électrolytes (calcium, potassium). Les DIN purs sont secondaires soit à la perte de
fonction du récepteur V2 de la vasopressine (AVPR2) soit à la perte de fonction du canal à l’eau
dépendant de la vasopressine, l’aquaporine 2 (AQP2). Les DTN héréditaires complexes sont
observés dans les syndromes de Bartter anténataux.
Le diabète insipide peut également être secondaire à une polydipsie primaire (diabète insipide
dipsogénique) et/ou psychologique.
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11 existe aussi une forme de diabète insipide temporaire qui est associé à la gestation, on parle
alors de diabète insipide gestationnel.
5.2.1) Les types de diabète insipide
Le diabète insipide central est un désordre métabolique résultant d’une production ou d’une
sécrétion insuffisante de l’hormone antidiurétique (AVP). Comme nous l’avons vu
précédemment, le DIC est un désordre métabolique pouvant être héréditaire ou acquis. La forme
héréditaire est causée par des mutations autosomiqties dominantes ou récessives du gène de la
vasopressine (2Op3). La forme acquise du DIC peut être générée par des tumeurs cérébrales, des
traumatismes crâniens, ou encore des maladies auto-immunes. Toutes les formes de Dl sont
traitables grâce à l’administration de dDAVP.
Le DI dipsogéniqtie est tin désordre métabolique catisé principalement par tine perturbation du
centre de régulation de la soif dans l’hypothalamus. Le seul traitement existant est une
augmentation de l’apport hydrique quotidien.
Le diabète insipide psychogénique est tin dérèglement du centre de la soif de nature
psychologique, survenant le plus fréquemment après des épisodes traumatiques. Tout comme le
DI dipsogénique, le traitement résulte en une régulation de l’apport en eau à l’organisme.
Le Dl gestationnel est causé par tin métabolisme accru de l’AVP par les enzymes placentaires
entraînant une importante diurèse chez la mère. Ce dérèglement peut être compensé par
augmentation de la prise d’eau oti encore par une administration de dDAVP qui n’est pas
hydrolysé par les aminopeptidases placentaires.
5.2.2) Le diabète insipide néphrogénique
Deux définitions du DIN peuvent être données une première restreinte et l’autre élargie. La
définition restreinte présente le fait qtie la perméabilité à l’eau du canal collecteur rénal n’est pas
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augmentée par la vasopressine. La définition élargie définit le DIN comme l’impossibilité
d’établir un gradient corticomédullaire rénal. Le DIN est un état pathologique pouvant être
héréditaire oti acquis (Bichet, 2003).
La forme acquise est souvent secondaire à un traitement au lithium (Marples 1995, Timmer RT
1999), à une hypokaliémie (Frokiaer 1996) ou à une obstruction de l’uretère (Marples, 1996). Ces
désordres sont tous associés à une baisse de l’expression des AQP2 dans les modèles de rats
étudiés. Les mécanismes responsables sont peu connus.
Les malades atteints de diabète insipide néphrogenique héréditaire excrètent de grandes quantités
d’urine diluée. Les tubules collecteurs rénaux sont résistants à l’action de l’hormone
antidiurétique (arginine-vasopressine, AVP) et le mécanisme de concentration des urines est
atteint. Dans 90 % des cas, la maladie, liée à 1’ X, est due à des mutations du gène du récepteur de
l’arginine-vasopressine qui affectent la première étape de la transmission du signal aboutissant au
transport de l’eau. Dans 10% des cas, la maladie est liée à des mutations du gène de 1’ aquaporine
II impliqué dans la dernière étape du transport de Peau. Cette maladie, de découverte récente, est
autosomique récessive les garçons et les filles sont atteints de manière égale. Le diagnostic
précoce est fondamental car il permet, malgré l’absence actuelle de tout traitement, d’éviter les
épisodes de déshydratation qui peuvent entraîner un déficit intellectuel irréversible.
5.2.2.1) Le D1N héréditaire lié au chromosome X
En 1992, avec la collaboration du Dr Mariel Birnbaumer, le Dr Bichet a été le premier au monde
à découvrir chez deux familles ayant le diabète insipide néphrogénique les mutations causant la
maladie dans le gène du récepteur V2 de la vasopressine. Depuis, il a étudié avec ses
collaborateurs plus de cent familles provenant des États-Unis et d’Europe, ce qui a permis de
déceler chez ces familles les fèmmes porteuses de la maladie et de détecter très tôt les enfants qui
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en étaient atteints. Les mutations du gène de 1’AVPR2 causent souvent une perte de fonction ou
une séquestration et engendre la dégradation prématurée des AVPR2 (Bichet, 1998). Les sujets
atteints sont dans l’incapacité de concentrer les urines suite à une administration d’AVP (Bichet,
1992). Cette maladie représente 90 % des DIN purs et les 10% restant correspondent aux DIN
autosornal.
Les mâles portant un gène A VFR2 muté ont un phénotype caractérisé par des périodes infantiles
de déshydratation pouvant être sévère occasionnant des baisses de pression importantes qui
entraînent une mauvaise oxygénation du système nerveux central, des reins mais aussi d’autres
organes. Le retard mental et physique ainsi que l’insuffisance rénale sont les conséquences d’un
diagnostic tardif et d’un traitement inadéquat (Bichet, 1998).
L’estimation épidémiologique du nombre de patient souffrant de DIN lié au chromosome X est
de 8,8 par million de naissance mâle dans la province de Québec (Arthus, 2000). A ce jour, plus
de 180 mutations au niveau du gène de l’AVPR2 entraînant un DTN ont été rapportées dans plus
de 239 familles. Les mutations peuvent être des mutations faux sens (50%) mi non sens (11%), de
larges délétions (5%), des changements de cadre de lecture (27%), des délétions et insertions en
phase (4%), des changements du site d’épissage (2%) ou encore une mutation complexe. Les
mutations du gène de l’A VPR2 sont classées en trois catégories. La catégorie I correspond aux
récepteurs mutants exprimés à la membrane basolatérale qui possèdent une faible affinité pour
son ligand. Les mtitants de type 2 ont un transport intracellulaire défectueux. La catégorie 3
correspond aux récepteurs mal transcrits.
5.2.2.2) Le DIN héréditaire autosomique
Des phénotypes de mâles et de femelles atteints de DIN non lié au chromosome X et des études
de perfusion de dDAVP ont permis de caractériser une nouvelle forme de Dll’J (Deen, 1995). Les
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mutations sur le gène de l’AOP2 furent décrites comme étant la cause du DIN autosomique.
(Deen, 1995). A ce jour, plus de 33 mutations de I’AOP2 ont été recensées de part le monde. Les
mutations peuvent être de différents types : faux sens (65%), changement du cadre de lecture
(23%), non-sens (8%) et changement dci site d’épissage (4%) (Morello, 2001). Les mutations
récessives entraînant un DIN autosomique récessif sont localisées sur toute la longueur du gène
par contre, les mutations dominantes se retrouvent pour la majorité au niveau C-terminal de la
protéine, ce qui correspond à la fin du gène de l’AQP2. Ati niveau cellulaire, ces protéines
mutantes présentent des traffic s intracellulaires différents. Les mutations récessives engendrent
souvent un mauvais repliement de la protéine qui se traduit par un adressage inapproprié de la
protéine, le plus souvent la protéine se retrouve au niveau du RE (Marr, 2002). D’autres
mutations peuvent générer des mutants qui seront localisés au niveau de l’appareil de Golgi
(Kamsteeg, 1999). Des mutations du gène de l’AQP2 sont dites dominantes négatives car lors de
l’expression de cette protéine mutante avec une protéine sauvage, la première va
s’hétérotétramériser avec la forme sauvage et la retenir à l’intérieur de le cellule (Kamsteeg,
1999). Un autre phénomène remarquable est l’aptitude conférée à certaines mutations capables
d’interagir avec la protéine sauvage dans le but de l’emmener à la membrane basolatérale au lieu




1) Les canaux à eau: aguaporïne
Les aquaporines (AQP5) sont des membres de la famille ubiquiste de protéines canaux nommées
suite à l’identification dti premier membre, la protéine majeure des cellules des lentilles fibreuses
(MIP). Les protéines MIP (major intrinsic protein) constituent une famille de canaux comptant
pltis de 150 membres caractérisés dans les membranes cellulaires de tous les organismes vivants
(des bactéries aux humains). Les aquaporines sont des canaux à eau capable de faire passer 3.10
molécules d’eau par seconde et par monomère.
1.1) Découverte et historique
Chez les humains, 60 à 70 % du poids du corps est de l’eau qui a besoin d’être équilibrée de part
et d’autre des membranes lipidiques dans les membranes biologiques. En 1991, Agre et ses
collègues ont découvert la présence de canaux ayant une forte perméabilité à l’eau dans les
membranes d’érythrocytes (Preston, 1992). Ils étudiaient les antigènes du sang contre les celltiles
Rh lorsqu’un polypeptide de 2$ kD a contaminé leurs expériences dont le but était de purifier les
polypeptides Rh. La protéine fut alors appelée CHIP28 (channel-like integral protein of 2$kD)
mais sa fonction était inconnue. En octobre 1991, la protéine est exprimée dans des ovocytes de
Xenopus laevis et le comportement de l’ovocyte est analysé au microscope lorsqu’il est placé
dans un tampon hypotonique. Les ovocytes contrôles ne sont pas affctés alors que les ovocytes
injectés avec l’ARNm de CHIP28 montrent une haute perméabilité à l’eau. Ils ont alors appelé
cette protéine AQP1. A ce jour, 10 AQPs ont été identifiées chez les mammifères et plus de 200
membres de cette famille ont été trouvés chez les plantes, les microbes, les invertébrés et les
vertébrés (Schrier, 2003). Elles ont été nommées AQPO à AQP9.
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1.2) Les différentes ag uaporines
1.2.1) Fonctions des différentes AQPs
Stiite à plusieurs études d’analyse de séquence, de comparaisons phylogénétiques et de
perméabilité, les AQP5 ont été subdivisées en aquaporines pures et aquaglycéroporines (Agre,
2002) (fig.22). Les AQPs 0, 1, 2, 4, 5 et $ sont des canaux sélectifs à l’eau (aquaporines pures)
alors que les AQPs 3, 7 et 9 sont des canaux permettant le passage d’eau, de glycérol, d’urée mais
aussi de petits électrolytes (aquaglycéroporines). L’aquaporine 6 possède une faible perméabilité
à l’eau et a des propriétés physico-chimiques de conductance anionique. Elle jouerait un rôle dans
le métabolisme acido-basique (Yasui, 1999). Les aquaglycéroporines sont aussi appelées GFP
(Glycerol facilitator- l&e Proteins) grâce à leur sélectivité vis-à-vis du glycérol.
















Figure 22 Classification des AQPs : aquaporines pures et
aquaglycéroporines.
AQP1O est incluse mais aucune confirmation de son expression n’a été
publiée. AqpZ et Glpf proviennent de E. Cou (Agre, 2002)
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1.2.2) Localisation des différentes AQPs
Les différentes AQPs sont localisées dans différents organes humains (tab. 1).
AQPt AQPI AQP2 AQP. AQP QP QP6 AQP7 AQP AQPt
OEil + + - + ± + - - - -
Cerveau - - - + + - - - - -
Rein - + + + + - + + - -
Coeur - + - - - - - + - -
Vaisseaux - + - - - - - - - -
Globule - + - + - - - - -
rouge
Estomac - - - ± + - - - - -
Foie - + - - + - - - ± +
Poumon - + - + + ± - - - +
Trachée - + - -I- + + - - - -
Glandes
- + - + + ± - - ± -
salivaires
Glandes - - -






- + - - - - - -
grêle
Colon - - - + - - - - + -
Testicules - - - - - - - ± +
Peau - + - - - - - - - -
Placenta - + - - - - - - - -
Plexus
Choroïdes
L’AQPO a été isolée dans l’oeil en 1976 sans que sa fonction n’ait alors pu être établie. Son rôle
consisterait dans le transport de l’eau et le maintien de la transparence du cristallin. L’AQPl est
localisée dans les globules rouges, l’oeil, l’encéphale, le rein et les poumons. L’AQP2 est
retrouvée principalement dans les cellules principales du tubule collecteur de la médullaire
interne rénale. L’AQP3 est présente dans l’épithélium de la trachée, l’estomac, l’encéphale et les
cellules du tubule collecteur rénal. L’AQP4 est trouvée dans l’encéphale, les poumons, les
glandes salivaires et les cellules du tubule collecteur renal. Les AQP5 sont presentes uniquement
Tableau I - Distribution des aquaporines selon leur type et selon le tissu
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dans les organes sécréteurs comme les glandes salivaires et lacrymales et les AQP6 dans les
vésicules intracellulaires des cellules intercalaires des tubes collecteurs rénaux. L’AQP7 a été
récemment isolée à partir des testicules; on la retrouve dans des tissus qui ne sont pas
directement impliqués dans l’équilibre hydrique, tels que le coeur, le tissu adipeux ou le cerveau.
Dans le rein, l’AQP7 est présente dans la membrane luminale de la dernière partie du tubule
proximal. L’AQP8 a aussi été clonée à partir des testicules, et retrouvée dans le pancréas, le foie,
le poumon, le placenta et le côlon. Elle est pratiquement absente du rein. L’AQP9 a été mise en
évidence dans le foie. (Agre, 1998 ; Agre, 2002 ; Nielsen, 2002 ; Schrier, 2003).
1.3) Structure générale
Les AQPs sont des protéines membranaires possédant six domaines transmembranaires (TM1-6)
dont les extrémités N et C-terminales sont cytoplasmiques. Cette protéine possède 2 boucles
intracellcilaires et 3 extracellulaires. Les boucles 2 et 5 expriment tin motif NPA (asparagine
proline-alanine) hautement conservé chez les aquaporines (Schrier, 2003). Ces deux motifs NPA
s’intègrent dans la bicouche lipidique afin de former une structure en forme de sablier permettant









Figure 23 Modèle du sablier de I ‘AQPl. L ‘arrangement des boucles B et E comprenant
le motif NPA forme un passagepourl ‘eau à travers I ‘AQPI. (Jung et al, 1994 b)
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Les deux motifs forment un dipôle permettant le passage des molécules d’eau. Des études
structurales de cristallographie de l’AQPI ont confirmé cette hypothèse. (Murata, 2000) (fig. 24).
des homotétramères dont chaque monomère est fonctionnel pour le passage de l’eau. Les
aquaporines-1 forment des homotétramères d’AQPI ayant une glycosilation sur un seul
monomère (fig. 25) (Nielsen, 2002). Des études de Brown (Van Hoek, 199$ ; Verbavatz 1993)
indiquent que les AQP2, 3 et 5 formeraient aussi des tétramères. Par contre, les AQP4 seraient
présentes sotis forme de structures oligornériques importantes à la membrane plasmique.
1 figure 24 : Modèle du sablier: passage de l’eau
au niveau molécuLaire. Cas de l’AQPl. lA. Les
charges partielles au niveau des dipôles de chaque hélice
réorientent les molécules d’eau qui traversent, B, C.
Liaison d’une molécule d’eau au niveau des résidus de
l’AQP dont tes groupements amides font saillis dans le
canal à eau (Murata, 2000), 2. Structure 3D d’un
monomère d’AQPI (Heyrnann, 1998)
J.)
Tous les oligosaccharides N-liés sont liés sur le groupement amide de la chaîne latérale de l’Asn
dans la séquence consensus Asn-X-Ser/Thr (où X représente n’importe quel acide aminé). Les
glycosylations peuvent être subdivisées en trois différents groupes les riches en résidus
mannose, les complexes et les hybrides (fig. 26) ayant toutes les trois un corps
pentasaccharidique commun (Manp (alphal,6) - Manp(alphal,3) — Manp(betal,4) — GlcpNAc
(betal,4) - GlcpNAc(betal,N) - Asn. Les protéines d’AQPs glycosilées présentent une
glycosylation de type complexe sur un seul monornère composant l’homotétramère.
Le phénomène de glycosylation a lieu au niveau du réticulum endoplasmique, cette étape est
impliquée dans le contrôle qualité du repliement de la protéine. Une glycosylation correcte est
donc nécessaire pour le tri des protéines membranaires notamment les AQPs avant qti’elles ne




figure 25 : Tétramérisation des AQPs dans les membranes biologiques a. Présence
d’une seule glycosilation pour les tétramères. Cas de I’AQPI (Nielsen 2002). b. Structure
tridimensionnelle de I’AQPI obtenue par cristallographie (Murata, 2000).
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Figure 26 : Les différents types de N-glycosilation
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Figure 27 : Localisation des différentes AQPs présentes au niveau du néphron
(Nielsen, 2002)
2.1) AQPI
Les AQPI sont localisées constitutivement t la membrane apicale et basolatérale du tubule
proximal rénal, responsable de 80% de la réabsorption de l’eau filtrée au niveau glomérulaire
mais aussi au niveati de la branche descendante fine de l’anse de Henle (Nielsen, 1993 ; Murarta,
2000). L’AQPl joue un rôle dans le système de contre courant car l’absence de l’AQPl dans les
vasa recta de la médullaire modifie le mécanisme d’échange de contre courant car cela diminue
la force osmotique au niveau de ta médullaire nécessaire la concentration de l’urine.
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2.2)AQP3et4
Les AQP3 et 4 sont exprimées de façon constitutive à la membrane basolatérale des cellules dii
tubule collecteur rénal (Ecelbarger, 1995 ; Terris, 1995). L’AQP4 est majoritairement dans la
médullaire interne alors que l’AQP3 est présente dans le tubule collecteur au niveau du cortex, de
la médullaire interne et externe (Nielsen, 2002). Grâce à la variation du gradient osmotique entre
le cytoplasme cellulaire des tubules collecteurs rénaux et l’interstitium dû à l’action de l’AQP2,
les AQP3 et 4 permettent la réabsorption de l’eau dans le corps.
Il a été démontré que l’expression d’AQP3 est régulée par des changements dans le niveau
d’AVP (Terris, 1996), par contre l’AQP4 n’est pas affectée.
2.3 AOP6
Les AQP6 sont exprimées dans les cellules intercalées du tubule collecteur au niveau du cortex,
de la médullaire interne et externe. Elles ont une localisation cellulaire et subcellulaire. Elles sont
exclusivement associées avec des vésicules intracelLulaires; elles seraient des canaux à eau
intracelltilaire.
2.4) AOP7 et AQP8
L’AQP7 est exprimée au niveau du tubule proximal. L’AQP8 a récemment été identifiée dans le
domaine intracellulaire des cellules dii tubule proximal et du tubule collecteur. (Nielsen, 2002)
2.5) AOP2
2.5.1) Découvertes
Le tubule collecteur étant le site majeur de la concentration de l’urine et l’AQPl n’étant pas
présente, les chercheurs ont tenté d’identifier des protéines homologues. Des expériences utilisant
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des amorces oligonucléotidiques comprenant les motifs NPA de l’AQPI ont permis d’isoler tin
ADNc provenant des cellules dti tubule collecteur (fushimi, 1993). Cette protéine homologue fut
alors nommée AQP2 et elle fut localisée dans des vésicules intracellulaires et à la membrane
apicale des cellules du tubule collecteur rénal lors d’un traitement à l’AVP lors d’expérience de
perfusion (Nielsen, 1993 et 1995). Ce trafic intracellulaire des vésictiles intracellulaires vers la
membrane apicale est corrélable avec une augmentation de la perméabilité membranaire
(Nielsen, 1995). Le gène AQP2 fut enstiite cartographié dans la région q13 du chromosome 12.
Le gène possède quatre exons et trois introns (Deen, 1994). Le gène AQP2 code pour un
polypeptide de 271 acides aminés (fig. 31) (Schrier, 2003)
2.5.2) Structure
L’AQP2 présente la même morphologie structurale que les autres AQPs. Elle possède six
domaines transmembranaires avec 5 boucles ainsi qtie les dccix motifs NPA. A ce jour, la
structure tridimensionnelle de 1’AQP2 n’a pas été établie. La protéine possède un site consensus
de N-glycosylation en Asn123-X-T125 où l’Asn123 est glycosilé. La terminaison carboxyle de
l’AQP2 présente des sites de phosphorylation pour la protéine kinase A (PKA) en la sérine 256
(Ser256) et pour la protéine kinase C (PKC) en la sérine 231 (Ser231) (Berl, 2000 ; Van balkom,
2002). Comme notis l’avons vu précédemment, les protéines d’AQP2 se rassemblent en
homotétramères ati sein des membranes biologiques.
2.5.3) Trafic intracellulaire de I’AQP2
L’AQP2, comme beaticotip d’autres protéines rnembranaires glycosylées, est synthétisée dans le
réticulum endoplasmique (RE) où elle est structLlrée et assemblée en homotétramères. Au niveau
de cette organelle, un oligosccharide riche en résidu mannose est attaché sur l’Asn123 de l’AQP2.
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Dans le complexe de Golgi, le groupe riche en résidus mannose est modifié après quoi les
protéines d’AQP2 ont une glycosylation dite de type complexe (fig. 26). A la différence de
beaucoup de protéines glycosylées, seulement un ou deux monomères de l’AQP2 formant les
tétramères sont glycosylés. 25% des protéines d’AQP2 nouvellement synthétisées sont
glycosylées; le reste des AQP2 étant non-glycosylé (Baumgarten, 199$). Les protéines d’AQP2
ayant une glycosylation complexe et celles non-glycosilées sont des protéines stables ayant une
demi vie de 6 à 12 heures (Hendricks, 2004). De pltis, Hendricks et ses collègues ont démontré
que la glycosylation des AQP2 n’est pas essentielle pour la tétramérisation ni potir le transport du
réticulum endoplasmique vers l’appareil de Golgi. Mais la glycosylation est importante pour la
sortie de la protéine d’AQP2 de l’appareil de Golgi et pour l’adressage à la membrane plasmique.
La masse des AQP2 ayant une glycosylation de type complexe est entre 40-45kD. Les
homotétrarnères d’AQP2 sont alors stockés dans des agrégaphores qui sont des vésicules
intracellulaires.
2.5.4) Régulation des AQP2
En 1981, Wade et coll ont émis l’hypothèse d’un transport intracellulaire régulé par l’AVP de
vésicules contenant des AQP2. Cette hypothèse suggère que des intermédiaires sont nécessaires à
la réabsorption d’eau au niveau des cellules du tubule collecteur et que ce transport est modulé
par l’AVP. Suite au clonage de l’AQP2, des expériences de perfusion d’AVP ont montré que
l’AQP2 pouvait être intracellulaire ou à la membrane plasmique (Nielsen, 1995). En effet, en
l’absence d’AVP, les tétramères d’AQP2 sont localisés dans des vésicules nommées
agrégaphores (Nielsen, 1993). En présence d’AVP, l’hormone antidiurétique se lie à son
récepteur au niveau de la membrane basolatérale. Suit alors une cascade intracellulaire via les
protéines G1 qui active l’adénylate cyclase permettant ainsi l’augmentation de Y’AMPc
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intracellulaire. De cette façon, la PKA activée phosphoryle les AQP2 en la Ser256 (fushimi,
1997). permettant ainsi l’adressage des agrégophores contenant les AQP2 à la membrane apicale.
La protéine Gi est dite essentielle au bon transport membranafre des AQP2. 11 est cependant
connu que cette isoforme de la protéine G interagit avec les iso formes et Ç de la protéine kinase
C (Sands, 1997). En 1998. Valenti et coll. ont suggéré que la protéine G1 serait impliquée dans le
processus de fusion de l’agrégophore avec la membrane plasmique. Cette hypothèse a été
soutenue par les expériences de Sands (1997) qui ont montré une association directe des sous
unités G113 avec des vésicules sécrétrices.
La phosphorylation par la PKA en Ser256 est essentielle pour le transport membranaire des
agrégophores (fushimi, 1997).
2.5.5) Trafic des agrégophores d’AQP2 vers la membrane apicale
Les canaux AQP2 sont insérés au niveau de la membrane apicale des cellules principales du
tubule collecteur de la médullaire interne rénal suite à une stimulation cellulaire par l’AVP. Les
agrégophores contenant les AQP2 contiennent des protéines nécessaires à Ïa migration vésicuÏaire
permettant de phosphoryler ou de déphosphoryler tes AQP2 vésiculaires (Lande, 1996). La
liaison de la PKA à la vésicule d’AQP2 est permise grâce à la présence d’un complexe multi
protéique comprenant une AKAP (A kinase anchoring protein), la sous unité régulatrice de la
PKA, une protéine kinase C Ç (PKC Ç) et une phosphatase 2B (PP2R) (Jo, 2001). Cet
arrangement multi-protéique serait responsable de la régulation des cycles de type PKA
dépendante de phosphorylation et de déphosphorylation des protéines membranaires (Dell’Aqua
et Scott, 1997) (fig. 28).
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A B
figure 28 Cascade de signalisation du trafic de l’AQP2 lors de la régulation par I’AVP.
D’après Nielsen, 2002. A: Cascade de signalisation via l’AVPR2, l’adénylyl cyclase, l’AMPc et la
protéine kinase A. B; La protéine kinase A phosphoryle les monoméres d’AQP2 en $er-256. La
phosphorylation de I ou 2 monomères de l’homotétramère est nécessaire pour le trafic vers la membrane
apicale. C; D’autres kinases joueraient un rôle dans la régulation du trafic des AQP2. D; Les éléments du
cytosquelette sont nécessaires pour le trafic des AQP2 vésiculaires comme les protéines moteurs des
microtubules (dynéine et dynactine) et aussi des filaments d’actine. E; Le modèle du mécanisme de fusion
nécessite des protéines de reconnaissances comme VAMP2 et la syntaxin-4. F; La régulation du calcium







En ce qui concerne la migration des vésicules contenant les AQP2 vers la membrane apicale, elle
serait possible grâce à l’action des microtubules intracellulaires (Bradbury, 1994). Des études
plus récentes ont permis de mettre en évidence le rôle de la dynéine, de la dynactine et de la
myosine I dans le transport vésiculaire par les microtubules il y aurait une interaction entre ces
éléments et les agrégophores (Bi, 1997 ; Marples, 1997 ; Marples, 199$). En 199$, le groupe de
Brown a suggéré que la tubuline interviendrait aussi dans la migration des agrégophores.
Klussmann et al. (2001) ont récemment démontré que la dépolymérisation de l’actine induit la
translocation de 1’AQP2. Ils pensent que la polymérisation de l’actine joue un rôle de barrière
pour le trafic des vésicules contenant l’AQP2 entre les compartiments intracellulaires et la
membrane apicale. Cette barrière filamenteuse d’actine serait dépolarisée lors de la stimulation
par l’AVP ce qui faciliterait l’insertion de l’AQP2 à la membrane apicale (Tamma, 2001). En
2004, Noda et al. ont démontré pour la première fois l’interaction directe entre l’AQP2 et l’actine
(fig. 2$).
Récemment, des expériences ont montré l’interaction des AQP2 vésiculaires avec des protéines
contenant un domaine PDZ, le SPA-l (signal-induced proliferation-associated gene-1) qui sont
des protéines GAP (GTPase-activating protein) de Rap!. La distribution de SPA-i coïncide avec
celle des AQP2 dans les cellules du tubule collecteur rénal. Cette protéine SPA-l liant
directement les AQP2 régulerait en partie le trafic intracellulaire des AQP2 (Noda, 2004). Afin
d’identifier les segments importants de l’AQP2 pour le trafic intracellulaire, Van Balkom et coli.
(2004) ont fait des chimères d’AQPl et d’AQP2. Ils ont ainsi démontré qtie la région N220-S229
est essentielle pour la localisation des AQP2 à la membrane plasmique apicale alors que les
queues N- et C-terminales sont absolument nécessaires pour le trafic des AQP2 vers les vésicules
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intracellulaires et pour leur transport vers la membrane apicale mais aussi de la membrane apicale
vers l’intérieur de la cellule (van Batkom, 2004)
La fusion des agrégophores avec la membrane apicale se ferait par un complexe SNARE/VAMP.
Franki et coll. et Harris et al. ont démontré, suite à l’isolation des agrégophores contenant des
AQP2, la présence d’une isoforme de synaptobrévine appelé VMVIP-2 (vesicule-associated
membrane protein) qui co-localise avec les AQP2 vésiculaires (Nielsen, 1995). Mandon (1996) et
Gouraud (2002) ont découvert, respectivement, que la syntaxine 4 et que la syntaxine lA sont
exprimées à la membrane apicale des cellules principales du tubule collecteur. Les protéines
VAMP-2, syntaxine 4 et syntaxine I présentent tine Corte affinité de liaison entre elles (Pevsner,
1994); ce qui suggère que ces composantes du complexe de fusion seraient responsables de la
fusion sélective des agrégophores d’AQP2 avec la membrane apicale (Gouraud, 2002). De plus,
la protéine SNAP-23 fut caractérisée dans les cellules principales du tubule collecteur, son rôle
serait d’augmenter l’affinité de VAMP-2 pour les syntaxines 1 et 4 (Pevsener, 1994). Ce
complexe protéique homologue à celui rencontré dans les neurones laisse penser que le processus
d’exocytose se ressemblerait dans ces deux types cellulaires.
Les AQP2, à la fin de la stimulation par l’AVP, sont soit recyclées à partir de la membrane
plasmique soit excrétées dans l’tirine.
2.5.6) Régulation a long terme des AQP2 : régulation transcrïptionelle
Les protéines AQP2 ont deux types de régulation celle via la PKA (régulation à court terme,
chap. 2.5.4 et 2.5.5) et la régulation à long terme. Le gène AQP2 possède un élément CRE
(cAMP-responsive element) dans la région flanquante 5’ (Uchida, 1994). L’activation de la PKA
induit la phosphorylation de la protéine CREB (cAIVW-response element binding) qui va se lier
sur l’ADN de l’AQP2 et active la transcription du gène. Des études utilisant le promoteur de
ç-,
o-,
l’AQP2 lié à un gène rapporteur exprimé dans des cellules en culture indiquent que l’élément
CRE agit synergiquement avec le site liant API qui est lui-même activé par la liaison de c-fos/c
jun (Yasui, 1997). La production de la protéine c-fos est aussi stimulée par l’activation de la
PKA. D’autres sites de liaison de facteurs de transcription (notamment deux boîtes GAlA) ont
été identifiés (Uchida, 1994), leur rôle fonctionnel reste encore à être déterminé. Certaines
protéines devraient agir en tant qt’e répresseur de la transcription, expliquant ainsi que
l’expression de l’AQP2 est restreinte aux cellules principales du tubule collecteur (fig. 29).
Figure 29 $ Régulation à court et long terme de l’AQP2 dans une cellule principale
du tubule collecteur. A: Quand l’AMPc se lie à la sous-unité régulatrice de la PKA, la PKA
phosphoryle les AQP2 des vésicules intracellulaires (mais probablement aussi d’autres protéines).
L’AMPc participe à la régulation à long terme des AQP2 en augmentant le niveau des sous-unités
catalytiques de la PKA dans le noyau, les sous-unités de la PKA sont capables de phosphoryler des
facteurs de transcription comme CREB-P (cAMP responsive element binding protein) et c-Jun/c-fos.
La liaison de ces facteurs penriet l’augmentation de la transcription du gèneAQP2 qui engendre alors
une synthèse des protéines AQP2. En parallèle, il se déroule la synthèse et le trafic des AQP3. PDE,
phosphod iesterase. (Ni cl sen, 2002)
Chapitre 3:
Analyse fonctionnelle de nouvelles mutations




Les aquaporines 2 (AQP2), découvertes en 1993 par Fushimi, sont des protéines
composées de 271 acides aminés. Elles jouent un rôle important dans la réabsorption au
niveau des cellules du tubule collecteur rénal.
La liaison de l’arginine vasopressine (AVP) à son récepteur l’AVPR2 au niveau de la
membrane basolatérale des cellules du tubule collecteur rénal permet une activation de
l’adénylate cyclase entraînant alors tme augmentation du niveau de l’AMPcyclique
intracellulaire. il en résulte alors la phosphorylation de l’AQP2 sur la sérine 256 par la
protéine kinase A (PKA) et les AQP2 activées contenues dans des vésicules subapicales
sont redistribuées à la membrane apicale. La présence d’un gradient de concentration
permet alors la réabsorption de l’eau à la membrane apicale via les AQP2. L’eau
intracellulaire est sortie de la cellule principale du tubule collecteur rénal vers
l’interstitium via les AQP3 et 4 présentes constitutivement à la membrane basolatérale.
Le processus est inversé lors de la dissociation de l’AVP à son récepteur AVPR2.
Le diabète insipide néphrogénique (DIN) est une maladie caractérisée par l’inhabilité de
concentrer l’urine (plus de 3 litres d’eati par 24 heures) en réponse à tine stimulation par
l’AVP. Le DIN peut être dû à une mutation du gène de l’A VPR2 (forme de ND1 liée à
l’X) ou une mutation du gène de l’AOP2 (forme de DIN autosomale).
A ce jour, plus de 33 mutations du gène de l’AQP2 ont été mises en évidence présentant
des traffics cellulaires différents. Des publications précédentes montrent que certaines
mutations de l’AQP2 sont non-fonctionnelles à cause d’un mauvais traffic vers la
membrane apicale, les AQP2 sont alors retenues dans le réticulum endoplasmique (RE)
(Canfleld, 1997, Tamarappoo, 1992). D’autres mutants sont fonctionnels mais sont
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retenus au niveau de l’appareil de Golgi comme la mutation E258K. Lors d’une
coinjection de E258K avec l’AQP2 sauvage (AQP2-wt) dans des cellules polarisées, les
mutants forment des hétérotétramères avec l’AQP2-wt empêchant ainsi le transport des
AQP2-wt vers la membrane plasmique (Kamsteeg, 1999); la mutation E25$K est dite
dominante négative. D’autres mutations dans le gène peuvent générer des protéines
capables d’interagir avec la forme sauvage en formant des hétérotétramères et de
l’emmener à la membrane basolatérale (Kamsteeg, 2003). Récemment, l’équipe de Deen
a mis en évidence un nouveau type de mutants. La protéine mutante P262L est
fonctionnelle et est localisée à la membrane plasmique dans un système d’ovocytes
alors que lors de l’expression dans un système de cellules polarisées, cette protéine
mutante est retenue dans des vésicules intracellulaires. Une co-expression de P262 L et de
la forme sauvage de l’AQP2 montre une expression dci mutant à la membrane apicale. La
forme sauvage de l’AQP2 a permis le «sauvetage» de la forme mutante P262L (de
Mattia, 2004).
Dans ce travail, nous avons identifié dans une famille d’origine espagnole une personne
atteinte de polyurie sévère dont la mère et la grand-mère présente une faible polyurie
alors que le père ne présente aucun phénotype de la maladie. Après séquençage du gène
de l’AQP2, le patient possède un génotype d’hétérozygote composé par deux mutations:
D 150E (GAT à GAA: Asp à Gln) et G196D (GGC à GAC : Gly à Asp). Pour déterminer
le rôle de ces mutations dans le DIN, les mutants d’AQP2 sont analysés. Grâce à une
expression dans un système d’ovocytes de Xenopus laevis, la fonctionnalité et la
localisation des protéines mutantes d’AQP2 sont étudiées. Des expériences de coinjection
nous permettront de déterminer les interactions probables entre les AQP2 mutantes et
sauvage.
66
2) Matériels et méthodes
1) Les patients
Cette famille d’origine espagnole incluent maintenant 3 enfants tous atteints de diabète
insipide néphrogénique. Le premier enfant, né en 1999, a été bien caractérisé par une
étude phénotypique complète. 11 présente une polyurie, des épisodes de déshydratation
hypernatrémiques à 3, 5 et $ mois. Une osmolarité urinaire de base à 77 rnmol/kg, une
absence de concentration urinaire à la dDAVP administrée en sous-cutané, l’osmolarité
urinaire ne dépassant pas 119 rnrnol/kg. Deux frères jumeaux sont nés en 2003 et
présentent eux aussi un diabète insipide néphrogénique. Cette famille ne présentant ni
histoire familiale de diabète insipide néphrogénique ni consanguinité, nous avons
séquencé en premier le gène A VPR2 et nous avons identifié une séquence normale. Nous
avons ensuite séquencé le gène AQF2 et nous avons identifié 2 mutations différentes de
l’aquaporine-2, les individus atteints étant des hétérozygotes composés. L’analyse
haplotypique et mutationnelle a déterminé l’origine de chaque allèle. Des études
phénotypiques sont en cours pour déterminer la présence ou non de manifestations
polyuriques chez les hétérozygotes
2) Analyse haplotypique
Les marqueurs génotypiques des 3 loci AFM259vJ9, D]2813], AFMbOO7yg5 qui
flanquent le gène A0F2 dans la région chromosomique l2q13 sont utilisés afin de suivre
la ségrégation des allèles comportant les mutation entraînant le DIN pour chaque famille.
AFA1259vJ9, D12$]3] et AFMbOO7yg5 sont des répétitions de dinucléotides. Pour
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l’interprétation des données haplotypiques, il n’y a pas de recombinaison possible dans la
région de 1,5 mégabase se trouvant entre AFM259oJ9 et AFMbOO7yg5.
3) Construction de l’ADN complémentaire (ADNc) et synthèse de l’ARN
complémentaire (ARNc)
Grâce à une réaction de polymérisation en chaîne (PCR) utilisant la polymérase Pfu,
chaque mutation des patients entraînant le DIN est introduite dans le plasmide pT7Ts-
AQP2 (don de P. Deen). Les amorces utilisées sont CCT CCA CCG AAG AGC GCC
GCG pour D15OE et GTC GTC ACT GAC AAA TTT GAT C pour G196D. Les clones
sont sélectioimés après séquençage.
Après linéarisation des plasmides pT7Ts-AQP2, pT7Ts-AQP2-DI5OE et pT7Ts-AQP2-
G196D par SalI, les ARNc avec la coiffe G sont synthétisés in vitro en utilisant le kit
d’ARN polymérase (Ambion). La concentration des soltitions est déterminée par
spectrophotométrie.
4) Préparation des ovocytes de Xenopus Ïaevis
Les ovocytes sont préparés comme décrit auparavant (Bissonnette, 1999). Brièvement,
les ovocytes aux stades V et VI de Xenopus taevis (Université d’Alberta, Edmonton,
CAN) sont isolés et incubés dans une solution saline tamponnée sans Ca2 (200 mOsm).
Les ovocytes sont défolliculés grâce à une digestion par la collagénase et gardés à 18°C
dans une solution Barth (mM: 90 NaCI, 3 KCI, 0.82 MgSO4, 0.41 CaCI2, 0.33 Ca(N03)2,
5 HEPES, pH 7,6) complémentée avec 5% de sérum de cheval, 2,5 mM de sodium
pyruvate, 100 U.mll de pénicilline et 0.lmg.rnl’ de streptomycine. Les ovocytes sont
6$
injectés avec les quantités propices d’ARNc codant pour les protéines de l’AQP2-wt ou
mutantes. Toutes les expériences sont effectuées trois jours après les injections d’ARNc.
5) Isolation des membranes totales et des membranes plasmiques
Les membranes totales et plasmiques sont isolées selon la technique de Deen (2001).
Brièvement, afin d’obtenir des membranes totales, les ovocytes sont broyés à la pipette
dans du TBS avec des inhibiteurs de protéases afin d’obtenir tin homogénat. Ce dernier
est centrifugé 2 fois à 200 g pendant 5 min à température ambiante. Puis, une dernière
centrifugation de 16000 g pendant 20 min à température ambiante permet d’obtenir tin
culot de membranes totales qui est resuspendu dans du TIIS en mettant Id de tampon par
ovocyte de départ. Pour l’isolation des membranes plasmiques, les ovocytes défolliculés
sont mis en solution dans tin tampon salin MES avec 1% de silica lavés deux fois avec un
tampon MBSS (20 mM de Mes ; $0 mM NaC1 ; pH 6.0) et incubés dans le tampon MBSS
avec 0,1% d’acide polyacrylique. Puis l’hornogénat est centrifugé à 13 g pendant 30 min
à 4°C. Après deux lavages avec du MBS, les ovocytes sont homogénéisés dans du Elba.
Après cinq lavages par des centrifugations de 13,5 g à 4°C durant 30s, les membranes
plasmiques sont récupérées grâce à une centrifugation à 14 000 g pendant 20 min.
6) Mesures de la perméabilité membranaire
Le matériel utilisé pour les expériences de volurnétrie a déjà été décrit par Gagnon
(2004). Les ovocytes sont incubés 20 minutes dans une solution isotonique (mM: 80
NaCI, 3 KC1, 0.82 MgCl2, 0.74 CaC12, 5 HEPES, 35 mannitol, pH 7.6, 200mOsm). Un
ovocyte est placé dans une chambre de 120 d éclairé par tine diode. La solution est
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diffusé dans la chambre à une vitesse de I .5 ml.rnin’. La surcace de l’ovocyte est
mesurée par tme caméra CDD avec un objectif de 3X capable de transférer les mesures
en volume. Un choc hypotonique est induit grâce à une solution hypotonique (identique à
la solution isotonique excepté pour le maimitol : 25rnM, 180 mM).
7) Analyse des données
La perméabilité membranaire (Pf) d’un ovocyte est obtenue grâce à l’équation suivante:
(dV dV
Sxvx.47r Ldt dto
dV/dt0 et dV/dt t flux d’eau mesuré avant et après le choc hypotonique;
S : surface standard d’un ovocyte (0.4 cm2);
v: volume spécifique de l’eau (18.2 cm3.rnoF1);
Ait: variation de l’osmolarité durant l’expérience (200 mOsm-l80 rnOsrn = 20 rnOsrn).
8) Expériences d’ immunobuvardage
Le tampon Laemmli est ajouté au surnagent de protéines. L’échantillon de protéines est
déposé sur un gel d’électrophorèse SDS-polyacrilarnide à 12% et transféré du gel à une
membrane de nitrocellulose Hybond par les procédures standard. Les liaisons non
spécifiques sur la membrane de nitrocellulose sont bloquées en utilisant un lait non gras à
5% dans du TBS (solution de blocage) pendant une heure à température ambiante. La
membrane est ensuite incubée avec l’anticorps primaire Œ-AQP2 N-20 (Santa Cruz) dilué
au
11100e11 dans un tampon TBS-T (0,1% de Tween) avec 5% de lait non gras, durant
toute la nuit à 4°C. La membrane est lavée quatre fois dans du TBS-T et bloquée une
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nouvelle fois pendant une heure à température ambiante. L’inctibation avec l’anticorps
secondaire Œ-goat l-1RP, dilué au l/5OOO dans du TBS-T avec 5% de lait non gras, se
fait à température ambiante durant une heure, et la membrane de nitrocellulose est lavée
avec du TBS-T. La détection de l’activité de KR est faite en utilisant un kit de
luminescence (Super Signal West Dura, Pierce) ainsi qu’un film Biomax MR Kodak.
9) Expériences d’ immunofluorescence
Trois jotirs après l’injection, les ovocytes sont rincés trois fois avec une solution de Barth
et incubés dans une solution de formaldéhyde 1% pendant une heure. Les ovocytes fixés
sont alors rincés trois fois et incubés toute la nuit dans une solution de Barth à 30%
sucrose. Les ovocytes sont enveloppés dans un milieu d’enrobage Tissue-Tek dilué 117d11e
dans de l’eau (Sakura Finetek, USA), congelés, coupés (10 tm d’épaisseur) grâce à un
cryostat et montés sur des lames. Les lames sont rincées trois fois dans du PBS et
bloquées contre les liaisons non spécifiques avec une solution de BSA à 2% pendant 30
minutes à température ambiante. L’incubation avec l’anticorps primaire a-AQP2 (N-20)
(Santa Cruz) dilué 1:20 dans du PHS se fait dans une chambre humide à température
ambiante pendant 90 minutes. Les lames sont alors rincées comme précédemment. Les
lames sont incubées une heure à température ambiante avec l’anticorps secondaire Alexa
4$8 Œ-goat dilué à 1:1000 dans du PBS comme pour l’anticorps primaire et lavées. Un
milieu de montage (Prolong Antifade kit, Molecular Probes) est ajouté pour l’observation
avec un filtre FITC (zoom X 20).
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3) Résultats
1) Analyse des patients
L’analyse de séquence de gène de l’A VPR2 ne révèle pas de mutations. Alors, la séquence
génomique de l’AQP2 a été étudiée, et deux mutations ont été trouvées. Le patient est
hétérozygote composé avec deux mutations récessives: D 150E et G196D. Ce sont des mutations
faux-sens dans le gène de l’AQP2. L’arbre généalogique établi pour cette famille nous permet de
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Figure 30 : Arbre généalogique de la famille pour le gène de l’AQP2
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Les mutations trouvées sont Dl 50E, G196D et S167S (1CC à TCT). Les deux premières
sont de nouvelles mutations jamais décrites dans la littérature. En ce qui concerne S167S,
c’est un polymorphisme retrouvé fréquemment chez les humains.
DÏ5OE est localisé dans I’exon 2 du gène ce qui correspond en terme de protéine au
niveau de la deuxième boucle intracellulaire. G196D est présent dans l’exon 3 du gène de
l’AQP2 et l’acide aminé se retrouve dans la troisième boucle extracellulaire. Ces deux




Figure 31: Représentation schématique de l’AQP2
2) Analyse fonctioimelle des AOP2 mutantes
Afin de déterminer le rôle de ces mutants dans le DIN, chaque mutation a été introduite
dans la séquence de l’ADNc de l’AQP2 contenue dans un vecteur d’expression
d’ovocytes. Les expressions dans un système d’expression ovocyte permettent de
déterminer la fonctionnalité et la localisation du canal à eau.
Une gamme étalon des concentrations d’ARNc de l’AQP2-wt a été établie dans le but de
déterminer la zone de linéarité de l’expression dans le système d’ovocytes de Xenopus
taevis (fig. 32). Grâce à ces expériences, les concentrations 0,5 et 1 ng d’ARNc d’AQP2-
wt sont utilisées pour les expériences comme contrôle positif. En ce qtii concerne les
contrôles négatifs, des ovocytes non injectés sont testés.
Nous avons aussi déterminé la zone de linéarité entre la quantité d’ARNc d’AQP2-wt et
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Figure 32 Linéarité d’expression pour l’AQP2-wt entre O et I ng
O
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linéarité ce qui permet de confirmer nos expériences et de voir que la machinerie
cellulaire n’est pas saturée et répond correctement à l’injection d’ARNc. A partir de ces
deux expériences préliminaires, nous pouvons dire que les ovocytes injectés sont tin
système permettant l’étude de nos AQP2 mutantes (fig.33).
Pour les mutants d’AQP2, les ovocytes sont injectés avec 10 ng d’ARNc. Les
expériences préliminaires présentées ci-dessous ont été •faites une fois avec 4 ovocytes
par condition. On petit ainsi voir qtie si l’on augmente la quantité d’ARNc injecté dans
les ovocytes pour le mutant AQP2-G 1 96D, la perméabilité membranaire n’augmente pas.
On pourrait penser que la protéine n’est pas synthétisée (voir fig. 36). Pour le mutant
AQP2-DI5OE, on constate une linéarité de O à 10 ng d’ARNc. Puis à 20 ng d’ARNc








O 0,2 0,4 0,6 0,8
ARNc injecté d’AQP2-wt (ng)
Figure 33 : Linéarité entre la quantité d’ARNc d’AQP2-wl injecté
et les protéines synthétisées dans les ovocytes
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saturée. C’est pour cela que dans la littérature, les auteurs injectent des quantités d’ARNc































Figure 34 Étude de la fonctionnalité des mutants AQP2-D15OE et —G196D
exprimés dans des ovocytes de Xenopus Ïaevis.
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Figure 35 Relation entre la perméabilité membranaire des mutants
AQP2-DI5OE et —G196D et la concentration d’ARNc injecté dans
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figure 36 : Relation entre la quantité d’ARNc injecté d’AQP2-G196D et les
protéines synthétisées dans les ovocytes de Xenopus laevis (Ces expériences
préliminaires ont été réalisées une seule fois à titre indicatif, le contrôle non injecté correspond
à la position O)
En ce qui concerne l’AQP2-G 196D, on constate que la protéine est synthétisée par les
ovocytes de Xenopus taevis lors de l’injection de 5, 10 ou 20 ng. On constate une linéarité
entre la qUantité d’ARNc injecté et la densité relative. Donc à 10 ng, nous sommes dans
la zone de linéarité. Les expériences de densitométrie nous permettent de voir que la
protéine est bien synthétisée dans ce système d’expression. Lorsque l’on corrèle ces
expériences avec celle de perméabilité membranaire, on constate que l’on obtient le
même profil fonctionnel pour les différentes concentrations d’ARNc utilisées.
Par contre pour l’AQP2-DI5OE, la quantité d’ARNc injectée joue un rôle important dans
la détermination de sa fonctionnalité. À partir de ces deux expériences et avec les
données de la littérature, nous avons donc décidé d’injecter une quantité de 10 ng pour
réaliser nos expériences.
Trois jours après l’injection des différents ARNc dans les ovocytes, les expériences de
western blot et d’immunobuvardage sont réalisées. Afin de savoir si les mutants d’AQP2
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sont synthétisés et connaître leur niveau d’expression dans les ovocytes, les membranes
totales et les membranes plasmiques sont isolées des ovocytes et des expériences
d’imrnunobuvardage sont réalisées (fig.34). L’AQP2-wt est présente dans les membranes
totales sous forme d’une bande à l9kD, cette bande représente la forme non glycosilée de
la protéine. La bande de poids moléculaire inférieur représente les formes dégradées de la
protéine (Marr, 2002). Par contre, lors d’une exposition plus longue du film
radiographique, une bande entre 40 et 45 kD est présente et correspond à la protéine
glycosilée de type complexe (Deen, 1995). Les deux mutants présentent le même profil
avec la bande à 19 kV correspondant à une forme non glycosilée et une autre à 21 kD qui
correspondrait aux protéines ayant une glycosilation riche en résidus mannose (Marr.
2002). Des expériences préliminaires au sein de notre laboratoire laissent penser que ces
bandes sont des AQP2 mutantes ayant une glycosilation riche en résidus mannose
(données non fournies). Les bandes de haut poids moléculaires n’ont pas été
caractérisées. En ce qui concerne la bande à 21 W pour l’AQP2-wt. cette forme
glycosilée riche en résidus mannose n’est pas visible car sa durée de vie est très éphémère
dans la celltile. De plus, les mutations D15OE et G196D ne modifient pas le site de
glycosilation de la protéine comparé à T125M dont la mutation ne permet pas une
glycosilation de la protéine (Marr, 2002).
En ce qui concerne les membranes plasmiques (fig.34), l’AQP2-wl est présente en grande
quantité dans ces membranes alors que les protéines d’AQP2-D15OE ne sont présentes
qu’en partie. Le fait que le signal soit plus fort dans les membranes totales que dans les
membranes plasmiques laissent penser que I’AQP2.DI5OE est retenue dans une organelle
intracellulaire perturbant ainsi sa route vers la membrane plasmique. Par contre, l’AQP2-
G196D n’est pas localisée à la membrane plasmique des ovocytes. Cela laisse penser que
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la totalité des protéines synthétisées sont intracellulaires et sont totalement retenus lors de
leur trafic vers la membrane plasmique.
Trois jours après l’injection d’ARNc, te transport de l’eau est déterminé en utilisant un
choc osmotique de 20 mOsm alors que dans certaines publications, les chocs osmotiques
peuvent atteindre jusqu’à 180 mOsm (Marr, 2002). Le système d’ovocyte est moins
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Figure 37 : Analyse d’irnrnunobuvardage des protéines d’AQP2
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Figure 3$ Fonctionnalité des AQP2-wt, -DY5OE et —G196D:
réponse à un choc hypoto nique de 20 mOsm
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Les analyses dti transport de l’eau révèlent une fonctionnalité partielle pour l’AQP2-
DI5OE (Pf = 1,3 + 0,5 .lW3cm.s’) comparé à I’AQP2-wt (Pf = 3 + 0,5 .103cm.s’)
(fig.35). Alors que la perméabilité membranaire de l’AQP2-G196D est identique à celle
des ovocytes non injectés correspondant au contrôle (Pt = 0,4 + 0,1 .103cm.s’). Ce
mutant n’est pas fonctionnel dans ce système d’expression.
3) Localisation cellulaire des mutants d’AQP2 dans les ovocytes
Afin d’identifier la localisation des mutants d’AQP2 au niveau des ovocytes, des
expériences d’immunofluorescence sont présentées. En ce qui concerne l’AQP2-wt, son
expression est localisée ati niveau de la membrane plasmique avec un niveau important
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figure 39 : Perméabilité membranaire déterminée dans le système
d’ovocyte pour AQP2-wt, -DI5OE et -G196D.
AQP2-wt (ing) bl5OE (lOng) Gl96D (lOng) Contr6le
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cellule et aucune présence au niveau de la membrane plasmique n’est t noter. Par opposition,
une partie des protéines d’AQP2-DI5OE est localisée la membrane plasmique (environ
10%) et le reste des protéines sont présentes de maniére diffuse l’intérieur de la cellule.
I. Contrôle 2. AQP2-wt
3. DI5OE lOng
Figure 40 : Localisation des AQP2-wt, -DI5OE et —G196D dans des ovocytes
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4) Expérience de co-expression: interaction entre les mutants et l’AQP2 -wt?
Afin de comprendre les phénotypes des différents patients de la famille d’origine
espagnole, nous avons expérimenté des expériences de co-injection entre les mutants et
l’AQP2-wt mais aussi entre DI5OE et G196D. Pour déterminer les interactions possibles
entre les différentes protéines, des expériences de perméabilité membranaire ont été
mises en oeuvre. Les résultats montrent que lors d’une co-injection entre l’AQP2-wt et
l’AQP2-D15OE (fig.38), il n’y a pas de modifications de la perméabilité membranaire, le
niveau est identique à l’AQP2-wt (AQP2-wt: = 2,$7 + 0,85 .lW3cm.s’ et AQP2-
wt/DI5OE : Pf= 2,84 + 0,72 .lO3cm.s1). Par contre, lors de la co-injection AQP2-wt et
AQP2-G196D, une diminution notable de la perméabilité membranaire est à souligner (Pf
= 1,2 + 0,48 .lW3cm.s1). Lors de la co-injection de D 150E et G196D, une diminution de













figure 41: Expériences de co-expression entre AQP2-wt, -D 150E et -G196D.
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4) Discussion
Trafic intracellulaire des AOP2
L’AQP2 est, comme d’autres protéines membranaires glycosylées, synthétisée dans le
réticulum endoplasmique (RE) où les monornères d’AQP2 sont assemblés en
tétramères (Cobbold, 2003). Au niveau de cette organelle, une N-glycosylation est
ajoutée à la protéine au niveau du site consensus (N123-X-T125). Au niveau de chaque
tétramères, un seul monornère comporte cette glycosylation (Baumgarten, 199$
Hendriks, 2004). Le passage dans l’appareil de Golgi permet une maturation de la
glycosylation riche en résidus mannose en une glycosylation dite complexe. La masse
de l’AQP2 glycosylée de manière complexe est entre 40 et 45 kD. Les protéines mal
repliées sont reconnues par des protéines chaperonnes du RE (permettant le contrôle de
la qualité des protéines) et interagissent avec celles-ci (Aridor, 2002 ; Rutishauser,
2002; Kim, 199$) empêchant ainsi l’acheminement de la protéine vers sa destination
cellulaire. C’est le cas du CFTR A50$ qui interagit avec la calnexine au niveau du RE
(Cobbold, 2003). Les protéines d’AQP2 mal repliées sont détectées sous forme non
glycosylée (19 W) et glycosilée riche en résidus mannose (21 W) (Van Lieburg,
1994). Ce qui indiquerait une rétention de ces protéines au niveau du RE. Les protéines
AQP2-wt synthétisées correctement ont un temps de passage très rapide dans le RE
donc, dans des expériences de western blot, la forme glycosylée riche en résidcis
mannose à 21 W n’est pas visible.
o,,Ô-)
Phénotype des mutants d’AOP2-D15OE et -G196D entraînant le DIN
A la différence de T125M (Marr, 2002), les mtitations D15OE et G196D ne sont pas
localisées au niveau du site consensus de glycosylation donc n’altèrent en aucun cas la
glycosilation de la protéine car les bandes à 21 kD sont présentes chez les deux
mutants (expériences préliminaires avec l’endoglycosidase non fournies) (fig.34).
DY5OE et G196D présentent aussi la bande à 19 kD correspondant à la forme non
glycosylée de la protéine.
La mutation DI 50E présentant une baisse de fonctionnalité, une bande glycosilée à 21
kD ainsi qu’un marquage plasmique faible est considérée comme partiellement
fonctionnelle, comme la mutation A47V (Marr, 2002). Sa pelle partielle de fonction
serait due à une rétention au niveau du RE et non à une perte de fonction comme telle.
En ce qui concerne G196D, les expériences montrent une perte totale de sa
fonctionnalité qui serait due à une rétention probable dans le RE, comme la mutation
P185A qui a les mêmes caractéristiques (Marr, 2002). De pltis, G196D est
exclusivement localisée à l’intérieur de la cellule confirmant les expériences de
fonctionnalité.
Lors des expériences de western blot, des bandes de hauts poids moléculaires ont été
mises en évidence pour DI5OE et G196D. Comme d’autres protéines CfTRA5O8
(Cobbold, 2003) ou encore certains mutants de la tyrosinase qui se lient à la calnexine
et/ou à la calreticuline (Halaban, 2000), les mutants D 150E et G196D pourraient se lier
avec des protéines spécifiques du RE, des chaperonnes, nécessaires dans le repliement
des protéines et jouant un rôle de contrôle de la qualité.
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Mais cette étude n’explique pas le syndrome de DIN sévère présent chez le patient
hétérozygote composé.
Hétérotétramérisation entre les mutants et l’AOP2-wt?
La co-expression de AQP2-D 150 et AQP2-wt ne montre pas de différence significative
de la perméabilité membranaire comparé à I’AQP2-wt seule comme les mutants L22V
et Cl$1W (Canfield, 1997). Si il y avait eu une interaction entre ces dccix protéines, on
aurait du voir une augmentation ou une diminution de la perméabilité membranaire car
vu la stoechiométrie, la majorité des hétérotétramères posséderait un seul monomère
d’AQP2-wt et 3 monomères d’AQP2-DI5OE. Donc, si l’AQP2-DI5OE était dominant
négatif, il interagirait et retiendrait l’AQP2-wt dans des organites cytoplasmiques et
l’on constaterait une diminution de la perméabilité membranaire. Par contre, si
l’AQP2-wt formait des tétramères avec l’AQP2-DI5OE, elle l’entraînerait vers la
membrane plasmique et la perméabilité membranaire augmenterait de façon
significative. Il se peut aussi que l’AQP2-DJ5OE soit exprimée que sous forme de
monornères comme Rl$7C (Kamsteeg, 1999) et que lors d’une co-expression, l’AQP2-
D 150E n’interagirait pas avec la forme sauvage de l’AQP2. A ce niveau, nous pensons
qu’il n’existe pas d’interaction entre ce mutant D15OE et l’AQP2-wt mais des
expériences plus poussées devraient nous permettre de le déterminer.
En ce qui concerne la co-expression l’AQP2-wt et de l’AQP2-G196D, on constate une
diminution significative de la perméabilité membranaire. Ces résultats laissent penser
que l’AQP2-G196D interagirait avec l’AQP2-wt et la retiendrait à l’intérieur de la
cellule ce qui entraînerait une perte de fonction due à un mauvais adressage cellulaire.
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La mutation G196D serait donc dominante négative. Il en est de même lors de la co
expression de l’AQP2-G196D et l’AQP2-DI5OE. Cette mutation ressemblerait à
E25$K qui séquestre l’AQP2-wt et empêche te cheminement de l’AQP2-wt vers la
membrane apicale; la perte de fonction est due à un mauvais cheminement
intracellulaire (Kamsteeg, 1999).
5) Conclusions et perspectives
Les deux mutations présentées DI5OE et G196D conférant le DIN autosornal seraient
retenues dans le RE, totalement pour G196D et partiellement pour D15OE, sous la
forme glycosylée riche en résidus mannose de 21 kD. D15OE n’interagirait pas avec la
forme sauvage par contre G196D aurait un effet dominant négatif en retenant l’AQP2-
wt à l’intérieur de la cellule. Nous pouvons voir que les expériences présentées ci-
dessus corrèlent avec le phénotype des différents patients, et que le système
d’expression dans des ovocytes de Xenopus !aevis est un système d’expression
permettant de reproduire les phénotypes de t’AQP2. Les résultats obtenus grâce aux
teclmiq ues de western btot, d ‘ immuno fluorescence et de perméabilité membranaire
corrèlent avec le phénotype dti patient et entre elles aussi.
Des expériences dans des cellules polarisées permettraient de localiser les deux
mutants au niveau cellulaire ainsi que lors de la co-expression avec l’AQP2-wt et entre
les deux mutants. De plus, l’étude du trafic intracellulaire des hétérotétramères
permettrait de voir leur devenir au sein de la cellule, mais aussi voir s’il y a un
adressage à la membrane basolatérale au lieu de la membrane apicale. L’analyse des
interactions possibles des deux mutants avec des protéines chaperonnes du RIE serait à
faire afin de pouvoir, à plus long terme, trouver des moyens de sauvetage pour les
protéines mal repliées. L’étude des protéines mutantes de 1’AQP2 permet de recenser
les divers trafics intracellulaires des différents mutants et offre ainsi la possibilité
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